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Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und das Bron-
chialkarzinom (BC) sind weltweit häufige Erkrankungen von großer 
volkswirtschaftlicher Bedeutung, deren Inzidenz auch in Zukunft noch 
weiter ansteigen wird. Es handelt es sich hierbei um zwei unterschied-
liche Lungenerkrankungen, zum einen die COPD, als chronisch progre-
diente Erkrankung mit einer irreversiblen Atemwegs-/Bronchialob-
struktion und/oder einem Lungenemphysem und zum andern das 
Bronchialkarzinom, eine maligne Erkrankung der Lunge. Bei derzeit 
fehlenden kurativen Therapiemöglichkeiten für die COPD und der 
weiterhin schlechten Prognose der Bronchialkarzinome scheinen Unter-
suchungen zur weiteren Klärung ätiopathogenetischer Mechanismen 
dieser beiden Erkrankungen sinnvoll. Für beide Entitäten stellt das 
Zigarettenrauchen einen gemeinsamen und entscheidenden Risiko-
faktor dar. Zudem ist die wichtigste pathogenetische Komponente der 
COPD, die Atemwegsobstruktion, ein unabhängiger Risikofaktor für die 
Entstehung eines Bronchialkarzinoms. Beide Faktoren, die Bronchial-
obstruktion und das Zigarettenrauchen sind für die pathogenetische 
Endstrecke beider Erkrankungen entscheidend. Starker Zigaretten-
konsum führt jedoch nicht immer zu einer Atemwegsobstruktion, einer 
COPD oder einem Bronchialkarzinom. Diese Tatsache legt nahe, dass 
bezüglich der Frage der Krankheitsentwicklung eine interindividuelle 
Empfindlichkeit eine Rolle spielt. Diese Empfindlichkeit wird entschei-
dend auch durch den individuellen genetischen Hintergrund geprägt. 
Zur näheren Analyse von möglicherweise beteiligten Faktoren können 
sogenannte Kandidatengene untersucht werden. Dabei handelt es sich 
um Gene, deren Genprodukte bei der Krankheitsentstehung eine 
mutmaßliche oder gesicherte Rolle spielen. 
Für die COPD und/oder die Bronchialkarzinome sind zum Beispiel das 
Ausmaß der Entzündungsantwort, die antioxidative Kapazität, die 
Aktivität metabolisierender Enzyme und mögliche zelluläre Abwehr-




Bedeutung. Deshalb stellen die Gene wichtiger Entzündungs-
mediatoren eben solche Kandidatengene und Genpolymorphismen eine 
Möglichkeit einer veränderten individuellen Empfindlichkeit dar. 
In der vorgelegten Arbeit werden Polymorphismen der Gene der Entzün-
dungsmediatoren Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α) und -beta (TNF-
β), Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 10 (IL-10) bei Patienten mit 
COPD und Bronchialkarzinomen im Vergleich mit Kontrollgruppen in 
einer Fall-Kontroll Studie untersucht. 
Bei der Analyse der TNF-α und TNF-β, sowie der IL-6 Polymorphismen 
zeigten sich keine relevanten Unterschiede zwischen den Kontrollgrup-
pen und der COPD bzw. der Bronchialkarzinomgruppe. 
Bei Patienten mit einer COPD und bei einer biologischen Untergruppe 
der Bronchialkarzinome, den kleinzelligen Karzinomen (SCLC), fand 
sich eine signifikant höhere Frequenz des IL-10 –1082_G Polymorphis-
mus. Hierbei handelt es sich um einen funktionellen Polymorphismus, 
der in vivo mit einer verstärkten IL-10 Produktion assoziiert ist. IL-10 
selbst ist als antiinflammatorisches Zytokin ein wichtiger Bestandteil 
der Entzündungsmediation. Eine genetisch determinierte alterierte Ent-
zündungsreaktion könnte für die Entwicklung chronischer Entzün-
dungsvorgänge bei beiden Entitäten biologisch eine wichtige Rolle 
spielen und so die Suszeptibilität für deren Entwicklung beeinflussen. 
Die aufgezeigte Korrelation des Polymorphismus des IL-10 Gens mit der 
Entwicklung einer COPD oder eines Bronchialkarzinoms, weist auf 
einen Zusammenhang von immunologischen und antiinflam-
matorischen Prozessen in den Atemwegen und der Pathogenese von 
COPD und Bronchialkarzinomen hin. Ebenso könnte der assoziierte 
Einzelbasenaustausch (SNP) auch zur Risikostratifikation, oder mög-











1.1 Die Krankheitsbilder COPD und Bronchialkarzinom 
 
Bei der COPD und auch beim Bronchialkarzinom handelt es sich um 
Erkrankungen, die bei globaler Betrachtung schon heute in der Rang-
liste der häufigsten Erkrankungen einen Platz unter den ersten zehn 
einnehmen und deren Bedeutung bezüglich Inzidenz, Morbidität und 
Mortalität weiter zunehmen wird. Somit haben diese Erkrankungen 




Die COPD trägt einen großen Anteil an der weltweiten Morbidität und 
Mortalität und hat im Jahre 1990 44 Millionen Menschen betroffen. In 
den Industrienationen ist die COPD heute schon die viert häufigste 
Todesursache und wird bis zum Jahre 2020 vermutlich an dritter Stelle 
stehen. Zudem spielt die COPD eine zunehmende Rolle bei Frauen in 
den westlichen Industrienationen und scheint in Ländern wie Indien, 
Mexico, Kuba, Ägypten, Südafrika und China einen explosionsartigen 
Anstieg zu verzeichnen (Peto et al. 1999). 
 
Im Jahre 2000 wurde die GOLD Initiative (Global Initiative on Chronic 
Obstructive Lung Disease) gegründet, die eine international einheitlich 
akzeptierte Definition des Krankheitsbildes vorgelegt hat. Dement-
sprechend ist die COPD durch eine progressive, nicht vollständig rever-
sible Atemflusslimitation, mit oder ohne Verlust elastischer Rückstell-
kräfte und oder Lungenparenchym gekennzeichnet, die durch den Pro-
zess einer abnormen chronischen Entzündung im Zusammenhang mit 
Zigarettenrauchen oder anderen inhalativen Schadstoffen bedingt ist.  
Nach den Guidelines der British Thoracic Society ist sie definiert als 
eine über einen Zeitraum von einigen Monaten persitierende irreversible 




Syndrom bestehend aus den Faktoren einer chronischen Bronchitis, 
einer Bronchiolitis (Erkrankung der kleinen Atemwege) und eines 
Lungenemphysems, die im Ausprägungsgrad der einzelnen 
Komponenten individuell variieren kann.  
Die COPD ist durch eine chronische Entzündungsreaktion der Atem-
wege und durch einen Verlust von Lungenfunktion (FeV1) gekenn-
zeichnet. Bei gesunden Nichtrauchern gibt es eine physiologische Ab-
nahme des FeV1 von 25-30 ml/Jahr ab dem 35.Lebensjahr (Tager et al. 
1988). Dieser physiologische Prozess wird bei einer bestimmten Gruppe 
von Rauchern, sogenannten „rapid declinern“ um ein vielfaches ver-
stärkt (Sandford AJ 2001; Joos L 2002; Lokke A 2005). Anhand des 
klinischen Parameters der postbronchodilatatorisch gemessenen 
forcierten exspiratorischen Einsekundenkapazität (FeV1) wird die COPD 
nach internationaler Übereinkunft (GOLD) in die folgenden 4 
Schweregrade eingeteilt (s. auch Übersicht 1): Schweregrad I 
(leichtgradig): FeV1/VC < 70% FeV1 >/= 80%Soll; Schweregrad II 
(mittelgradig): FeV1/VC < 70%, 50%Soll < FeV1 < 80%Soll; Schweregrad 
III (schwer): FeV1/VC < 70%, 30%Soll < FeV1 < 50%Soll; Schweregrad IV 
(sehr schwer): FeV1/VC < 70%, FeV1 < 30%Soll oder FeV1 < 50%Soll mit 
chronisch respiratorischer Insuffizienz (Pauwels RA 2001). 
 
 
Übersicht 1:  Schweregradeinteilung der COPD: 
 
Schweregrad  Kriterien 
 
I (leicht)    FEV1 >/=80% Soll, FEV1/VC < 70% 
mit/ohne Symptomatik (Husten, Auswurf) 
II (mittel)    50% Soll < FEV1 < 80% Soll, FEV1/VC < 70% 
mit / ohne chronischen Symptomen (Husten, Auswurf, Dyspnoe) 
III (schwer)   30% Soll < FEV1 < 50% Soll, FEV1/VC < 70% 
mit / ohne chronischen Symptomen (Husten, Auswurf, Dyspnoe) 
IV (sehr schwer)   FEV1 < 30% Soll, FEV1/VC < 70% oder 






Der wichtigste Risikofaktor, der zur Entwicklung einer COPD führen 
kann ist zweifellos Zigarettenrauchen, wobei das Alter zum Beginn, die 
Anzahl der pack years (py) und das aktuelle Rauchverhalten eine Rolle 
für die COPD-Mortalität spielen (Higgins MW und Thom T 1989; Sherrill 
DL et al. 1990). Auch Geschlecht, Rasse und der sozioökonomische 
Status beeinflussen die Mortalitätsraten der COPD. Bei Weißen (Kauka-
siern) ist die Mortalität höher als bei Nicht-Weißen (Higgins MW und 
Thom T 1989 in Hensley MJ und Saunders SA (Hrg.), Anto JM et al. 2001) 
Die Prävalenzrate ist für Männer höher als für Frauen (Sherrill DL et al. 
1990). 
 
Die pathophysiologischen Mechanismen der COPD, die zu einer Vereng-
ung der kleinen Atemwege führen, ist als Resultat chronischer Entzün-
dungsreaktionen anzusehen, die durch aktivierte T-Lymphozyten und 
Makrophagen gekennzeichnet sind. Ebenso spielen fibrotische Verän-
derungen eine Rolle. Hinweise für eine neutrophile Entzündungs-
reaktion ergeben sich durch den Nachweis einer erhöhten Anzahl von 
Neutrophilen in der bronchoalveolären Lavage (Thompson PB 1989). 
Desweiteren zeigt sich in induziertem Sputum von COPD Patienten ein 
charakteristisch erhöhter Anteil aktivierter neutrophiler Leukozyten, der 
im Vergleich zu Rauchern ohne Bronchialobstruktion deutlich höher ist 






Bronchialkarzinome sind maligne Entartungen der Lunge. Hierbei han-
delt es sich unter den soliden Tumoren um die Krebsart mit der aktuell 
höchsten Mortalität. Innerhalb aller Tumorerkrankungen nehmen die 
Bronchialkarzinome inzwischen den dritten Rang ein, geschlechts-
spezifisch handelt es sich um den zweithäufigsten Tumor beider Ge-
schlechter (Jemal A 2004 und 2005) mit einer sehr niedrigen 5-Jahres 
Überlebensrate (Fry WA 1999). In den letzten 50 Jahren ist die Inzidenz 
des Bronchialkarzinoms um 249% und die Mortalität um 259% 
gestiegen. Zwar steigen die Zahlen bei den Männern nicht mehr an, 
aber es erkranken inzwischen zunehmend Frauen an dieser 
Tumorerkrankung (Alberg AJ 2005).  
 
Die Bronchialkarzinome werden histologisch in zwei Untergruppen 
eingeteilt: die kleinzelligen Bronchialkarzinome (SCLC = small cell lung 
carcinoma) und die nicht kleinzelligen Bronchialkarzinome (NSCLC = 
non small cell lung carcinoma). Die zuletzt genannte Gruppe der NSCLC 
wird aufgrund unterschiedlicher Histologien in entsprechende 
Subgruppen unterteilt. Das Plattenepithelkarzinom (PE), das Adeno-
karzinom (AC) und das großzellige Karzinom stellen hier die wichtigsten 
und häufigsten Formen dar. Risikofaktor für die Entstehung von 
Bronchialkarzinomen ist unabhängig vom histologischen Typ das 
Zigarettenrauchen. Für die Adenokarzinome sei bemerkt, dass sie auch 
ohne Einfluss von Zigarettenrauch entstehen können.  
 
Weitere vom Zigarettenrauchen unabhängige Risikofaktoren für die 
Entstehung von Bronchialkarzinomen sind neben seltenen berufs-
bedingten exogenen Noxen, z.B. beim Schiffsbau, im Tagebau und in 
Raffinerien, das Vorhandensein einer Atemwegsobstruktion und die 
COPD (Skillrud DM 1986, Samet JM 1986, Mayne ST 1999, Papi A 2004, 




1.2 Warum Entzündung? 
 
Chronische Entzündungsvorgänge in den Atemwegen sind sowohl für 
die COPD als auch für das Bronchialkarzinom als ein wichtiger ätio-
pathogenetischer Faktor anzusehen. Bekanntermaßen spielen pro-
inflammatorische Entzündungsmediatoren wie Prostaglandine, Interleu-
kine und Tumor Nekrose Faktor-α und -β für die Auslösung und Auf-
rechterhaltung solcher Entzündungsprozesse eine bedeutende Rolle. 
 
Die Aufrechterhaltung der Entzündungsreaktion und somit die Chroni-
fizierung wäre durch einen im Folgenden postulierten Circulus vitiosus 
erklärbar, an dessen Beginn ein Ungleichgewicht von Oxidantien und 
Antioxidantien stünde. Hierdurch käme es zu einer von immuno-
logischen Zellen (Makrophagen und Monozyten) ausgehenden proin-
flammatorischen Stimulation durch TNF-α u.a. und somit zu einer 
Erhöhung des „Respiratory Burst“, der wiederum zu einer Erhöhung 
der Oxidantien und dadurch zu einer Verstärkung des oxidativ / anti-
oxidativen Ungleichgewichts und zur Aufrechterhaltung der pro-
inflammatorischen Stimulation führen könnte. 
 
Patienten, die an einer COPD erkrankt sind stellen eine eigene 
Risikogruppe für die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms dar 
(Skillrud DM 1986 s.o.; Petty TL 1997) und auch eine chronische 
Entzündung kann zu Lungenkrebs führen (Malkinson AM 2000). 
Chronische Entzündungsvorgänge können, durch Änderung der 
Aktivität des Erbmaterials (Onkogene, Protoonkogene) bzw. Mutationen, 
zur Entwicklung von Dysplasien oder Metaplasien führen, aus denen, 
wie beispielsweise beim Zervixkarzinom oder bei gastrointestinalen 
Tumoren, eine maligne Entartung resultieren kann. Die parallele 
Untersuchung einer chronisch entzündlichen Erkrankung eines Organs 
und der einer malignen Tumorerkrankung des gleichen Organs kann 
Hinweise auf mögliche pathophysiologische Zusammenhänge ergeben. 




Da die Frage der Chronifizierung eines Entzündungsprozesses, wie oben 
als möglicher Ablauf pathogenetischer Mechanismen dargestellt, nicht 
zuletzt von Entzündungsmediatoren und deren Wirksamkeit abhängt, 
stellen die Gene solch wichtiger Entzündungsmediatoren für beide 
Erkrankungen relevante Kandidatengene dar.  
 
In den Atemwegen sind Tumor Nekrose Faktor-α, Tumor Nekrose 
Faktor-β, Interleukin 6 und Interleukin 10 wichtige Modulatoren von 
Entzündungsprozessen. Für die Gene dieser Modulatoren sind jeweils 
zwei oder mehr Polymorphismen bekannt. Für einige dieser Polymor-
phismen von TNF, IL-6 und IL-10 wurde nachgewiesen, dass sie mit 
einem erhöhten Proteinspiegel oder erhöhten Transkriptionsraten 
einhergehen, dass es sich hierbei also um funktionelle Polymorphismen 
handelt (Fishman D et al. 1998; Messer G et al. 1991; Turner DM et al. 
1997; Wilson AG et al. 1997; Eskdale J et al. 1998). Somit könnten also 
genetisch determinierte Expressionsunterschiede von Entzündungs-
mediatoren das Risiko einer chronischen Inflammation und dadurch 




1.3 Warum Genetik? 
 
Beide Erkrankungen sind Beispiele für komplexe multifaktorielle 
Krankheiten, für die es außer umweltbedingten noch eine Vielzahl von 
Faktoren gibt, die zur Krankheitsentstehung beitragen, am ehesten in 
Form eines diffizilen Zusammenspiels mit endogenen Faktoren, zu 
denen auch die genetische Disposition zählt.  
Für beide Gruppen gilt, dass Zigarettenrauchen der wichtigste exogene 
Risikofaktor ist (Burch PR 1980; Carbone D 1992; Doll R und Peto R 
1994).  
Zwischen dem Verlust von Lungenfunktion und Zigarettenrauchen ist 
ein Zusammenhang inzwischen gesichert, aber auch hier ist das 
Rauchverhalten nur für etwa 15% der Lungenfunktionsvariabilität 
verantwortlich zu machen (Beck GJ et al. 1981). Das Krebsrisiko für ein 
Bronchialkarzinom ist bei Rauchern mindestens 10mal höher, als bei 
Nichtrauchern (Doll R und Peto R 1981), jedoch erkranken auch hier 
entsprechend der COPD bei weitem nicht alle Raucher an einem 
Bronchialkarzinom (Amos CI et al. 1999). Deshalb müssen neben dem 
Zigarettenrauchen noch andere, das Erkrankungsrisiko modulierende 
Faktoren, wie individuelle pathophysiologische Eigenschaften eine 
bedeutende Rolle spielen. Hierbei kommt neben Umweltfaktoren, 
stattgehabten Virusinfektionen in der Kindheit und der Exposition von 
Luftschadstoffen, im wesentlichen der individuelle genetische 
Hintergrund in Betracht, der in Kombination bzw. Interaktion mit 
Umweltfaktoren den Ausschlag gibt, ob es zur Entstehung eines 
Bronchialkarzinoms kommt bzw. in wie weit und in welcher 
Ausprägung eine COPD entsteht. 
 
Für die Bronchialkarzinome könnte die Tatsache, dass „nur“ ein 
geringer Teil der Raucher erkrankt auch mit der allgemein begrenzten 
Lebenserwartung in Zusammenhang gebracht werden, sodass 
beispielsweise, entsprechend der vielen als okkulte Tumore post 




suchung bei nahezu jedem Raucher bei einer Obduktion histologische 
Zeichen einer COPD bzw. der Karzinomentwicklung zu finden wären. 
 
Schon seit den 1970er Jahren gibt es epidemiologische Daten dafür, 
dass die Suszeptibilität für COPD und Lungenkrebs durch den 
genetischen Hintergrund modifiziert wird (COPD: Cohen BH 1977, 
Tockman MS 1987; BC: Samet JM 1986, Alberg AJ 2005). Für beide 
Erkrankungen ist eine familiäre Häufung bekannt, und eine 
Atemwegsobstruktion, der wichtigste pathogenetische Faktor der COPD, 
gilt als unabhängiger Risikofaktor für die Entwicklung eines Bronchial-
karzinoms (Skillrud DM 1986, Samet JM 1986, Mayne ST 1999, Papi A 
2004, Tockman MS 1987; Islam SS 1994). 
 
Das führt zu der Überlegung, dass es genetische Faktoren geben muss, 
die das Risiko der Personen, die Zigarettenrauch inhalieren und / oder 
kanzerogenen Stoffen ausgesetzt sind, modifizieren. Bei der genetischen 
Interaktion scheint das individuelle Erkrankungsrisiko durch lokale 
Faktoren in den Atemwegen und die individuellen Antwortreaktionen 
auf die umweltbedingten Noxen beeinflusst zu werden.  
Somit scheinen genetische Faktoren wichtige Ansatzpunkte für die 
Klärung der bisher noch weitgehend unklaren Krankheitsentstehung 






Die chronisch obstruktive Atemwegserkrankung und das 
Bronchialkarzinom sind multifaktorielle Erkrankungen, mit infektio-
logischen, genetischen und exogenen Risikofaktoren. Als den wesent-
lichen exogenen Risikofaktor teilen sie das Zigarettenrauchen. Doch nur 
ein Teil der Zigarettenraucher entwickelt eine COPD oder ein Bron-
chialkarzinom. Ein Umstand, der zum aller größten Teil durch die 
Bedeutung des individuellen genetischen Hintergrundes zu erklären ist. 
Im Besonderen spielt dabei die genetisch bedingte Variabilität der 
Reaktion auf Zigarettenrauch und damit assoziierten Karzinogenen eine 
wichtige Rolle (Alberg AJ et al. 2005; Alberg A und Samet JM 2003). Der 
genetische Hintergrund von Rauchern für die Entwicklung einer 
Atemwegsobstruktion, einer COPD oder eines Bronchialkarzinoms hat 
vermutlich eine gemeinsame Basis, da die pathophysiologisch 
wichtigste Komponente der COPD, die Atemwegsobstruktion, unab-
hängig vom Rauchverhalten ein relevanter Faktor für die Entwicklung 
eines Bronchialkarzinoms ist (Cohen BH et al. 1977, Tockman MS et al. 
1987, Islam SS et al. 1994) 
 
Entscheidend für die Entwicklung einer COPD ist die Frage, ob und in 
welchem Ausmaß exogene Noxen einen chronischen Entzündungs-
prozess initiieren können, denn die Chronifizierung einer 
Entzündungsreaktion in den Atemwegen ist ein entscheidender Faktor 
in der Pathogenese der COPD und geht zudem mit einem deutlich 
erhöhten Risiko für die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms einher 
(Petty TL 1997, Askling J et al. 1999, Malkinson AM et al. 2000).  
Bezüglich der Initiierung von Entzündungsprozessen und der 
Chronifizierung spielt zum einen die Frage der primären Abwehr 
schädigender Substanzen, aber auch die Umsetzung einer durch 
Kontakt mit solchen Noxen resultierenden zellulären (Entzündungs-) 
Reaktion eine Rolle. Entzündungsvorgänge spielen dabei nicht nur rein 




infektionen die Entwicklung einer COPD, sodass der primären und der 
erworbenen Infektabwehr eine besondere Bedeutung zukommt. Auch 
für die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms ist die primäre Abwehr 
exogener Noxen und deren Metabolisierung entscheidend, ebenso wie 
die Umsetzung und Modulation von Entzündungsreizen. Daher sind für 
beide Erkrankungen solche Gene besonders wichtig, deren Genpro-
dukte Entzündungsvorgänge initiieren, modulieren oder hemmen.  
In der Gruppe der Entzündungsmediatoren finden sich alle Genpro-
dukte, die für die Initiation, die Modulation und Eindämmung von 
Inflammationsreaktionen eine Rolle spielen. Dazu gehören typischer-
weise die klassischen Entzündungsmediatoren, wie Tumor Nekrose 
Faktor -α und -β, die Interleukine und Interferone. Von diesen konnten 
bisher einige wenige Gene (IL-1, TNF, IL-13) in bestimmten 
Populationen mit dem Auftreten einer COPD assoziiert werden. (Zheng T 
et al. 2000)  
 
Interleukin-6 und Interleukin-10 wurden bisher bei Patienten mit COPD 
nicht untersucht. Bezüglich der Entwicklung eines Bronchialkarzinoms 
fehlen bisher Untersuchungen für nahezu alle Entzündungsmediatoren. 
 
Die im folgenden dargestellte Arbeit untersucht in einer Fall-Kontroll 
Studie bei Patienten mit COPD oder Bronchialkarzinomen Gene der 
Entzündungsmediatoren TNF-α und TNF-β, Interleukin-6 und 




Stand der Forschung 
 
2 STAND DER FORSCHUNG - 
WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 
 
2.1 Aktueller Stand der genetischen Forschung 
 
Sowohl die COPD, als auch das Bronchialkarzinom sind keine mono-
kausalen Erkrankungen. Sie entstehen nach heutigem Wissen durch 
ein Zusammenspiel vieler Faktoren und gehören somit zu den 
sogenannten komplexen Erkrankungen. Für diese Erkrankungen 
besteht eine ebensolche Interaktion zwischen dem individuellen gene-
tischen Hintergrund und Umwelteinflüssen.  
Komplexe Erkrankungen basieren auf einer sogenannten multi-
faktoriellen Genese mit polygenem Hintergrund. Die Vorstellung für den 
Prozess der Krankheitsentstehung ist, dass es hierbei zu einem Zu-
sammentreffen von mehreren Genvariationen bzw. –mutationen kommt, 
die unter Einwirkung von exogenen Faktoren zur Entwicklung des 
Phänotyps führen. Deshalb ist hier ein sehr heterogener genetischer 
Hintergrund zu erwarten, der sich von Population zu Population unter-
scheiden kann. Ebenfalls erschwerend kommt häufig hinzu, dass die 
Phänotypdefinition oftmals kompliziert ist. Die Erkrankung tritt in 
vielen unterschiedlichen Ausprägungen auf und kann nicht exakt 
anhand eines Messparameters bestimmt werden. 
Unter dem Krankheitsbegriff der COPD werden verschiedene Krank-
heitsbilder subsumiert, die teilweise eine ähnliche oder identische 
klinische Endstrecke haben. 
Beim Bronchialkarzinom ist die Definition des Phänotyps aufgrund der 
Histologie einfacher, die Pathogenese jedoch keineswegs monokausal 
und auch das Bronchialkarzinom, wie alle anderen Krebserkrankungen, 
muss zu den komplexen Erkrankungen gerechnet werden. Diese 
Komplexität zeigt sich beim Blick auf die Pathophysiologie der 
Karzinomentstehung. Hierbei handelt es sich um einen mehrstufigen 
Prozess, der durch verschiedene genetische und epigenetische Verän-
derungen gekennzeichnet ist. Dazu gehören unter anderem Keimbahn-
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mutationen in Tumorsuppressorgenen, molekulargenetische Verän-
derungen im Tumorgewebe und von Zigarettenrauch abhängige Muta-
tionen der Onkogene der RAS-Familie und p53 Mutationen. 
 
Die Identifikation von genetischen Markern kann, neben der 
Möglichkeit der Einschätzung des individuellen Risikos und einer damit 
verbundenen gezielten Prävention, auch Hinweise für mögliche, 
pathogenetische Zusammenhänge geben. Genetische Marker können 
durch unterschiedliche Methoden identifiziert und bezüglich ihre 
Signifikanz untersucht werden. 
Um den genetischen Hintergrund einer Erkrankung näher zu 
analysieren, stehen verschiedene Untersuchungsmethoden zur 
Verfügung. Als Basismethoden sind hier Familien- bzw. Zwillings-
studien und Segregations- (Stammbaum-) analysen zu nennen. 
Familien- bzw. Zwillingsstudien untersuchen die Frage, ob und in 
welchem Maß genetische Faktoren bei der untersuchten Erkrankung 
eine Rolle spielen. Durch Segregationsanalysen wird die Art des Erb-
gangs, ob ein dominanter oder rezessiver Vererbungsmodus vorliegt, 
und ob es sich um eine mono- bzw. polygen bedingte Erkrankung 
handelt, bestimmt. Als weiterführende Untersuchungsmethoden dienen 
zur Identifizierung von relevanten Genen Linkageanalysen bzw. 
Kopplungsstudien und Kandidatengen-analysen.  
Die familiäre Häufung für das Auftreten der COPD konnte in mehreren 
Studien gezeigt werden (Larson RK et al. 1970; Tager IB et al. 1976; 
Lebowitz MD et al. 1984; Tager I et al. 1978; Redline S et al. 1989; 
Higgins und Keller 1975; Madison R et al. 1980; Kueppers F et al. 1977; 
Kurzius-Spencer et al. 2001; Kauffmann F et al. 1989; Devor EJ et al. 
1984; Hubert HB et al. 1982; Redline S et al. 1987; Rybicki et al. 1990; 
Astemborski et al. 1985; Givelber et al. 1998 und Chen Y et al. 1996). 
Allerdings ist der einzige bisher nachgewiesene genetische Risikofaktor 
für die Entwicklungen einer COPD in Form eines schweren 
Lungenemphysems der Alpha-1 Antitrypsinmangel (Needham M und 
Stockley RA 2004). 
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Durch Kopplungsstudien können Genorte identifiziert werden, die im 
Zusammenhang mit der Erkrankung stehen, sie suchen innerhalb 
mehrfach betroffener Familien nach einer gemeinsamen chromosomalen 
Lokalisation. Man untersucht, ob in diesen Familien bestimmte 
Haplotypen bzw. kurze Genomsequenzen gemeinsam mit dem Phänotyp 
weitervererbt werden. 
Durch Linkageanalysen bzw. Kopplungsstudien können nach Detektion 
relevanter Genregionen auch Gene entdeckt werden, die bisher noch 
nicht bekannt sind oder noch nicht im Zusammenhang mit der Patho-
genese der fokussierten Erkrankung gesehen wurden.  
Das Ergebnis dieser Studien zeigt eine Wahrscheinlichkeit an, mit der 
ein bestimmter Genort an ein phänotypisches Merkmal gekoppelt ist. 
Mit diesen Studien kann das gesamte Genom analysiert werden. Das 
Ergebnis ist aber von einer exakten Definition des Phänotyps und dem 
gleichzeitigen Auftreten bei den betroffenen Familien abhängig. Bei der 
COPD wurden solche Studien zur Identifizierung von 
Suszeptibilitätsgenen durchgeführt. Als phänotypische Merkmale 
eignen sich hier die Lungenfunktionsparameter als standardisierte 
Größen. 
Bisher ist noch nicht klar in wie weit und durch welche Parameter der 
Verlust von Lungenfunktion, der bei der COPD ein wesentliches 
klinisches Merkmal darstellt, determiniert ist. Für diese Fragestellung 
wurden mehrere genomweite Kopplungsuntersuchungen durchgeführt 
(Wilk JB et al. 2003; Joost O et al. 2002; Silverman EK et al. 2002a und 
2002b; DeMeo DL et al. 2004) (s. Übersicht 2). 
In der Family Heart Study des National Heart, Lung and Blood Institute 
(Wilk JB et al. 2003 Rev.), der Boston Early-onset Studie (Silverman EK 
et al. 2002) und der Netherland Asthma Study (Postma et al. 2005) 
zeigen sich relevante Regionen mit einer Kopplung für FeV1/FVC auf 
Chromosom 4 und 2q, für FeV1 auf Chromosom 12p. Auf der Basis der 
in diesen Studien identifizierten Loci wurden Assoziationsstudien 
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durchgeführt und erfolgreich COPD relevante Gene identifiziert (Celedon 
JC et al. 2004, Hegab AE et al. 2004). 
Hierzu gehören die auf Chromosom 12 und 19 liegenden Gene der 
mikrosomalen GST1 und TGF-β, ebenso wie IL-8 und SERPINE2 auf 
Chromosom 2q. Inzwischen konnten für SERPINE2 8 SNPs mit 
signifikanter Assoziation für eine COPD gezeigt werden (DeMeo DL et al. 
2004). 
 
Für das Bronchialkarzinom wurde eine genomweite Kopplungsstudie 
durchgeführt (Bailey-Wilson JE et al. 2004), die für ein zugrundegelegtes 
autosomal dominantes Modell eine Kopplung auf Chromosom 6q23-25 
zeigte. Allerdings wurden hier zusätzliche Tumorentitäten, nämlich 
Hals- und Larynxkarzinome mit eingeschlossen, so dass dieser Befund 
möglicherweise nur eingeschränkt gilt. Der Kopplungsbereich umfasst 
interessanterweise eine Region, die für Deletionen oder chromosomale 
Imbalanzen bei sporadischen Bronchialkarzinomen (NSCLC) bekannt ist 
(Berrieman HK et al. 2004; Goeze A et al. 2002; Petersen I et al. 1997; 
Luk C et al. 2001). 
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Übersicht 2:  Linkageanalysen/ Kopplungsstudien 
 
Population:     Genort:  Kriterium  LOD 
 
Framingham Heart Study (Joost 2002)  
gesunde Individuen   Chromosom 6:   FeV1    2.4 
1578 Mitglieder    Chromosom 21:  FVC    2.6 
aus 330 Familien,  
 
NHLBI: Family Heart Study (Wilk 2003) 
gesunde Individuen,    Chromosom  4:  FeV1/FVC   3.5 
2178 Mitglieder    Chromosom 18:  FeV1   2.5 
aus 391 Familien   Chromosom 18  FVC    2.9 
 
Boston Early-onset Study (Silverman 2002) 
COPD-Patienten    Chromosom 2q  FeV1/FVC   4.13 
und Verwandte,    Chromosom 12p:  FeV1   3.26*  
585 Mitglieder     Chromosom 19q  chron. Bronch.   3.3*  
aus 72 Familien    Chromosom 12p:  Atemwegsobstruktion  3.14*  
 
Netherland Asthma Study (Postma 2005) 
Asthma-Patienten    Chromosom 2q:  prä-/   4.9*/  
und Verwandte        postbronchodil.    6.03* 
aus 200 Familien      FeV1/FVC 
 
*: nur Raucher 
 
Eine LOD > 3 bezeichnet eine signifikante Evidenz für eine Kopplung, eine LOD < 3 bezeichnet 
eine vermutliche Evidenz 
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Kandidatengene sind Gene, deren Genprodukte bei der Pathogenese von 
Erkrankungen eine bekannte oder postulierte Rolle spielen.  
Eine solche Kandidatengenanalyse ist aber einerseits dadurch einge-
schränkt, dass nur schon bekannte Gene untersucht werden können 
und dass, um Indexpatienten und Kontrollen zu matchen, eine exakten 
Phänotypdefinition vorliegen sollte. Andererseits spielen bei einer 
multifaktoriellen Genese, außer den genetischen auch umweltbedingte 
Faktoren eine Rolle, die durch eine komplexe Interaktion zusammen-
spielen.  
Die Methode der Kandidatengenanalyse ist zwar relativ direkt, einfach 
und schnell durchführbar, die Ergebnisse sind aber oft schwierig zu 
interpretieren oder in anderen Populationen zu reproduzieren. 
Kandidatengenanalysen vergleichen die Frequenz/Häufigkeit von 
Genvariationen oder Polymorphismen in Gruppen mit einer zu 
untersuchenden Erkrankung und Kontrollgruppen. Kandidatengen-
analysen führen allerdings oft zu widersprüchlichen Ergebnissen. Diese 
unterschiedlichen Ergebnisse von Fall- Kontroll- bzw. Assoziations-
studien sind wahrscheinlich auf die Unterschiede zwischen der 
Studienpopulation, der Phänotypdefinition und der relativ kleinen 
Größe der betrachteten Population zurückzuführen. Zusätzlich scheint 
das Fehlen der Berechnung von Stratifikationsunterschieden zwischen 
Fällen und Kontrollen innerhalb einer Studie und das Fehlen der 
adäquaten Korrektur für den Vergleich von multiplen Polymorphismen 
mit multiplen Phänotypen ebenfalls ein Problem darzustellen. Trotzdem 
lassen sich aus den Daten der bisher durchgeführten Assoziations-
studien Schlussfolgerungen ziehen, die in weiteren Untersuchungen zu 
neuen Erkenntnissen geführt haben und möglicherweise weiter führen 
werden. 
 
Für die COPD spielen als Quelle für Kandidatengene die Bereiche der 
Proteolyse/Antiproteolyse, der Oxidation/Antioxidation, der Inflam-
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mation/Antiinflammation, der Entgiftung von Zigarettenrauch und der 
mukoziliären Clearance eine Rolle. Analysen aus diesen Bereichen 
weisen auf verschiedene Assoziationen hin. Hier sind im Folgenden 
einige Beispiele für Kandidatengene dargestellt. 
Die erste genetische Assoziationsstudie aus den 1970er Jahren 
untersuchte die zu diesem Zeitpunkt bekannte geringe Anzahl 
bekannter genetischer Polymorphismen: hierbei handelt es sich zum 
großen Teil um Blutgruppenantigene (Cohen BH et al. 1977). 
Anschließend wurden Kandidatengene, von denen man einen Einfluss 
auf die Pathophysiologie der COPD erwartete, untersucht. Zum Beispiel 
wurden Polymorphismen von Genen von Proteinen, die die Lunge 
gegenüber proteolytischer Aktivität schützen bestimmt. In dieser 
Gruppe findet sich der bis heute einzig gesicherte genetische Defekt der 
zur Entwicklung eines Emphsems führt, der angeborene α1-Antitrypsin 
(AAT) Mangel, der allerdings nur für weniger als 1% aller COPD-
Erkrankungen verantwortlich ist (Falk et al. 1970 a, Falk et al. 1970 b, 
Tobin et al. 1983, Black et al. 1978, Janus et al. 1985, Brantly et al. 
1988, Shigeoka et al. 1976, Bartmann et al. 1985, Barnett et al. 1875, 
Alvarez-Granda et al. 1997, Sandford et al. 2001 c, Silva et al. 2003, 
Seersholm et al. 2004, Kueppers et al. 1977). Das Risiko ein 
Lungenemphysem zu entwickeln ist bei homozygoten Trägern massiv 
erhöht, insbesondere wenn es sich um Raucher handelt. Ob 
heterozygote Träger auch ein real erhöhtes Risiko haben ist umstritten.  
 
Ein Faktor, der beim Zigarettenrauchen eine wichtige Rolle spielt sind 
die freien Radikale, die in einer Größenordnung von 107 pro Zug an 
einer Zigarette eine Lungenschädigung verursachen können. Auf diese 
Weise können Defekte bei der Entgiftung dieser reaktiven Substanzen 
bei Rauchern zur Entwicklung einer Bronchialobstruktion und eines 
Emphysems und somit zu einer COPD führen.  
Im System der Oxidantien und Antioxidantien spielen z.B. die 
mikrosomale Epoxid Hydrolase (Yoshikawa M et al. 2000; Park JY et al. 
2005), die Häm-Oxigenase (Yamada N et al. 2000) und auch die 
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Glutathion-S1-Transferasen (Ishii T et al. 1999) , für die Assoziationen 
zur COPD gezeigt werden konnten, eine wichtige Rolle.(Sandford AJ, 
AJRCCM 2000, Yoshikawa M et al. 2000; Park JY et al. 2005; Yamada N 
et al. 2000; Ishii T et al. 1999). 
 
Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α), ein wichtiges proinflammatorisches 
Zytokin bei Entzündungsvorgängen, das vor allem in Monozyten und 
Makrophagen produziert wird, bewirkt zum einen über die Induktion 
von IL-8 und die Aktivierung von NF-κB einen Neutrophilen-Stimulus 
und die Expression inflammatorischer Gene, wie zum Beispiel IL-2 und 
IL-5 und zum anderen über die Induktion der Synthese von 
Zelladhäsionsmolekülen (Pober JS et al. 1986) die Fixation mobiler 
Entzündungszellen, was zur Persistenz und möglichen Chronifizierung 
der Entzündungsreaktion beiträgt (Übersicht bei: Mukhopadhyay S, 
Hoidal JR und Mukherjee TK 2006, Review; Jäättela M 1991  und 
Keatings VM et al. 1996).   
In der bronchoalveolären Lavage (BAL) von Patienten mit COPD wurden 
erhöhte TNF-α Spiegel gemessen (Low RB et al. 1978; Keatings VM et al. 
1997; Ariaz-Diaz J et al 1994). Zudem konnte für verschiedene maligne 
Tumorerkrankungen (Lymphome und Mammakarzinome) eine erhöhte 
Frequenz des TNF-α –308_A Allels nachgewiesen werden (Warzocha K et 





Bei Polymorphismen handelt es sich um Veränderungen des 
genetischen Materials in Form von Variationen der Basensequenzen als 
Einzelbasebaustausch oder Tandem- etc. Repeat. Solche Variationen 
der Basensequenzen treten mehr oder weniger häufig in der 
Bevölkerung auf. Je nach Lokalisation dieser Variation kann es sich um 
funktionelle oder nichtfunktionelle Polymorphismen handeln.  
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Funktionelle Polymyorphismen beeinflussen durch Veränderung von 
Genprodukt und/oder der Aktivität der Genexpression den Phänotyp, 
wie das am Beispiel des AAT- Mangels zu sehen ist. 
 
Das TNF-α Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 in 
direkter Nähe zu den immunologisch bedeutenden Genen der MHC-
Komplexe. Für TNF-α gibt es mehrere Single Nucleotide Polymorphisms 
(SNPs). Einer dieser Polymorphismen an Position -308 der Promoter-
region besteht in einem Austausch von Guanin nach Adenin. Dieser 
Promoter-Polymorphismus weist ein höherfrequentes Allel TNF-α –
308_G (Guanin) und ein selteneres Allel TNF-α –308_A (Adenin) auf. Für 
das G-Allel wurde eine höhere Induktionsrate des endogenen TNF-α in 
vitro gezeigt (Wilson AG et al. 1997). Somit handelt es sich um einen 
funktionellen Polymorphismus, für den eine Assoziation mit chro-
nischer Bronchitis in einem taiwanesischen (Huang S-J et al. 1997) und 
einem japanischen (Sakao S et al. 2001) Kollektiv nachgewiesen werden 
konnte. In einem irischen Kollektiv (Keatings VM et al. 2000) konnte 
eine Assoziation mit einer schlechten Prognose der COPD und 
schnellem Lungenfunktionsverlust gezeigt werden. Diese Befunde 
konnten jedoch in mehreren Studien mit entsprechenden und diver-
gierenden Populationen nicht bestätigt werden (Sandford AJ et al. 2001; 
Hegab AE et al. 2005; Ishi T et al. 2000, Jiang L et al. 2005; Keatings et 
al. 2000; Higham MA et al. 2000; Ferrarotti I et al. 2003). Möglicherweise 
ist dieser Polymorphismus nur in asiatischen Sub-/Populationen für 
die Entwicklung einer COPD von Bedeutung. 
 
Interleukin 6 und 10 wurden bisher bei Patienten mit COPD nicht 
untersucht.  
 
Für die Bronchialkarzinome spielen im Rahmen der Karzinogenese 
unterschiedliche Mechanismen der Alteration des Erbmaterials eine 
wichtige Rolle. Hierzu gehört der Kontakt mit einem Karzinogen, die 
Karzinogen Aktivierung und Inaktivierung oder Verstoffwechselung, die 
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Bildung von DNA-Addukten und –Brüchen, DNA-Reparatur, 
Genmutationen, Gen-Methylierung zum Ausschalten eines Gens, 
Histon-Acetylierung, eine darauf folgende genomische Instabilität, der 
Verlust der Proliferationskontrolle und der Apoptose-Sensibilität, die 
Unabhängigkeit von Wachstumsfaktoren und die Angiogenese-
Induktion. Bei diesem Zusammenspiel steht ganz am Anfang die 
Wechselwirkung von schädigendem Agens und dem betroffenen 
Organismus. Deshalb konzentrieren sich die meisten der bisher 
durchgeführten Kandidatengenanalysen auf solche Gene, deren 
Genprodukte an der Biotransformation von im Zigarettenrauch 
enthaltenen Schadstoffen und Karzinogenen beteiligt sind bzw. die 
durch Zigarettenrauch induzierbare Karzinogene aktivieren oder 
deaktivieren können und Gene deren Genprodukte Entzündungs-
vorgänge beeinflussen. 
 
Für einige Kandidatengene gibt es konsistent positive Assoziations-
befunde, teilweise auch in unterschiedlichen Populationen, beispiels-
weise für die Myeloperoxidase (Schabath 2000), Enzyme der Cytochrom 
p450-Familie (Bartsch 2000), der Glutathion-S-Transferase (Harrison et 
al. 1997), der mikrosomalen Epoxidhydrolase (Gsur et al. 2003), den 
Matrix Metalloproteinasen (Zhu et al. 2001), sowie DNA-Reparaturgene 
(Chen et al. 2002, Zhou et al. 2003). 
 
Der TNF-β Intron1 Polymorphismus wurde bei Bronchialkarzinomen 
bezüglich der postoperativen Überlebensrate mit einem längeren 
Überleben assoziiert und scheint für diese Entität mit einer Resistenz 
gegenüber der Karzinomentwicklung und einer besseren Prognose 
assoziiert zu sein. (Shimura T 1994).  
Weitere Ergebnisse zeigen die in vivo Produktion von inflammatorischen 
Zytokinen und einer gesteigerten tumorassoziierten NO-Produktion, wie 
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Neue tierexperimentelle Untersuchungen bezüglich der Rolle der 
Entzündung bei der Tumorgenese konnten nachweisen, dass einige Loci 
für die Entwicklung von Lungentumoren mit denen für 
Entzündungsprozesse homolog sind (Bauer AK et al. 2004), 
einschließlich dem für TNF-α, der schon zuvor als ein für 
Lungentumore relevanter Locus postuliert wurde (Sueoka N et al. 2001). 
Assoziationsstudien für TNF-α, IL-6 und IL-10 bei Bronchialkarzinomen 
liegen bisher nicht vor. 
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3 MATERIAL UND METHODEN  
 
3.1 Darstellung der Patienten- und Kontrollkollektive  
 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Studie untersucht ein 
Kollektiv von insgesamt 591 kaukasischen Individuen bestehend aus 
Patienten mit COPD, Bronchialkarzinomen und Kontrollen.  
 
3.1.1 Patientenkollektive  
 
Das Patientenkollektiv wurde auf der Grundlage der Genehmigung des 
Ethik-Antrages der Studie „Genetische Prädispositionsfaktoren bei 
chronischen Lungenerkrankungen„ (Studie 16/98)  aus Patienten des 
Zentrums für Innere Medizin (ZIM) der Philipps – Universität Marburg 
im Zeitraum von 1998 bis 2002 rekrutiert. 
Die Rekrutierung des Kollektivs der Bronchialkarzinompatienten 
erfolgte im Zeitraum Januar 1998 bis März 1999 im Zentrum für Innere 
Medizin (ZIM), SP Hämatologie/Onkologie. Patienten mit schweren 
pulmonalen Begleiterkrankungen wie COPD II-III°, Pneumonie, 
Lungenfibrose oder anderen interstitiellen Lungenerkrankungen 
wurden ausgeschlossen.  
 
3.1.1.1 COPD Patienten (Übersicht s. Tabelle 3-1) 
 
In die Gruppe der COPD Patienten wurden nach Aufklärung, 
Aushändigung des Informationsblattes und Erteilung des 
Einverständnisses, solche Patienten eingeschlossen, bei denen 
aufgrund der Anamnese und Lungenfunktionsdiagnostik eine chronisch 
obstruktive Lungenerkrankung festgestellt wurde oder bekannt war. 
Entsprechend der Anamnesekriterien Husten, Auswurf und Luftnot, 
sowie des Lungenfunktionsparameters FeV1 wurde nach den 1998 
geltenden international anerkannten Kriterien der WHO für die 
chronische Bronchitis und der Schweregradeinteilung entsprechend der 
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ATS (American Thoracic Society)-/ERS (European Respiratory Society)-
Kriterien die Einteilung in eine leichte (I°), mittelschwere (II°) und 
schwere (III°) Obstruktion anhand des FeV1-Wertes getroffen: FeV1 < 
70%, < 50%, < 35%. 
Anhand der Eigenanamnese wurden andere Lungenerkrankungen, wie 
z. B. eine Sarkoidose, Tuberkulose, Asthma oder Pneumonie als 
mögliche Ursache der Obstruktion ausgeschlossen. Einen weiteren 
wesentlichen Punkt der vegetativen Anamnese bildete das 
Rauchverhalten, das zum einen allgemein in Nicht- bzw. Nie-, Ex- und 
aktive Raucher und zum anderen quantitativ entsprechend der Anzahl 
gerauchter Päckchen Zigaretten/Tag/Jahr (pack years, py) eingeteilt 
wurde. Die Rauchgewohnheiten wurden in Übereinstimmung mit einer 
Europäischen Multicenter-Studie, die bei Rauchern mit einer Rate von 
je 10 py ein signifikant erhöhtes Risiko von 70% für die Entwicklung 
bzw. das Vorliegen einer COPD zeigen konnte (Sherrill D et al. 1990) mit 
einem cut-off von 10 py (1 py entspricht dem Rauchen 1 Packung 
Zigaretten/Tag über einen Zeitraum von 1 Jahr) in Nichtraucher und 
Raucher klassifiziert. Demnach wurden Nichtraucher und ehemalige 
Raucher mit weniger als 10 py als Nichtraucher und ehemalige Raucher 
und Raucher mit mehr als 10 py als Raucher klassifiziert.  
 
Die zu untersuchende Gruppe der COPD Patienten besteht aus 113 
Patienten, davon sind 90 Männer und 23 Frauen mit einer COPD. Die 
Einschlusskriterien waren eine positive Anamnese hinsichtlich der 
Anamnesekriterien der chronischen Bronchitis entsprechend der WHO-
Definition: Husten und Auswurf über einen Zeitraum von mindestens 3 
Monaten in zwei aufeinanderfolgenden Jahren, die nicht durch andere 
Ursachen pulmonaler oder kardialer Genese erklärt sind (Siafakas NM, 
ERJ 1995) und die Lungenfunktionsparameter. 
Alle Patienten wiesen eine positive Anamnese für chronischen Husten 
und Auswurf und/oder Dyspnoe bei leichter, schwerer Belastung oder 
in Ruhe auf. 
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Im Anschluss an die körperliche Untersuchung erfolgte die Messung der 
Lungenfunktionsparameter mittels Spirometrie. In Übereinstimmung 
mit den internationalen Diagnosekriterien haben wir die folgenden 
Kriterien zur Diagnosestellung der COPD angewendet: Forciertes 
exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde (FeV1) < 70%, das Verhältnis 
von FeV1 zu forcierter Vitalkapazität (FeV1/FVC) < 80% und den 
exspiratorischen Spitzenfluss (PEF) < 70%. Es wurden ausschließlich 
Patienten in die COPD-Gruppe eingeschlossen, die wenigstens 2 dieser 
diagnostischen Kriterien erfüllten. Entsprechend den internationalen 
Standards wurde das beste von 3 durchgeführten Manövern (mit dem 
Gerät Masterlab 4.0 der FA E.Jäger, Deutschland) ausgewertet. 
Die COPD-Gruppe wurde in unterschiedliche Schweregrade eingeteilt, 
bestimmt durch das FeV1 (Siafakas NM, ERJ 1995) entsprechend der zum 
Zeitpunkt des Beginns dieser Untersuchung gültigen ERS/ATS-
Kriterien. 
 




























































































* COPD: Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (chronischer Bronchitis). I°, II°, 
III°, zeigt den zunehmenden Schweregrad basierend auf dem FEV1. COPD I°: FEV1 > 50%; II: 
FEV1 = 35-49%; III°: FEV1 < 35%. 
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Von 113 Patienten gehörten 47 (41,5%) in die COPD-Gruppe I° 
(FeV1>50%), 42 (37,1%) in die Gruppe COPD II°  (FeV1=35-49%) und 24 
(21,2%) in die Gruppe III°  (FeV1<35%). In der COPD-Gruppe wurden 94 
Patienten als Raucher (=/> 10 py) klassifiziert. Ausschlusskriterien 
waren die Anamnese eines allergischen Asthma bronchiale, Atopie, 
Pneumonie, Tuberkulose und Mukoviszidose. 
 




Von den 77 Patienten der NSCLC-Gruppe hatten 40 ein Plattenepithel-, 
26 ein Adeno-, 5 ein großzelliges Karzinom und 6 eine andere als die 
o.g. Histologie. Die Gruppe besteht aus 69 männlichen und 8 
weiblichen Patienten (Geschlechterverhältnis männlich/weiblich: 8,6), 
mit einem Durchschnittsalter von 65,4 (42-82) Jahren. Von den 77 
Patienten waren 68 (88,3%) Raucher mit mehr als 10 py, 10 weniger als 
20 py, 25 zwischen 21-40 py, 17 (14.5%) zwischen 41-60 py und 10 
(12.9%) mehr als 60 py. Die durchschnittliche py-Zahl lag bei 36,5 für 
alle NSCLC-Patienten zusammen, 43,9 bei den Plattenepithel-




Die SCLC-Gruppe besteht aus 40 Patienten, 35 Männern und 5 Frauen 
(Geschlechterverteilung m/w: 7,0). Das Alter der Patienten lag zwischen 
44-84 Jahren mit einem durchschnittlichen Alter von 63,3 Jahren. 39 
Patienten (97.5%) wurden als ehemalige bzw. aktive Raucher 
klassifiziert. 2 Patienten rauchten weniger als 20 py, 15 (37.5%) 
zwischen 21-40, 13 (32.5%) zwischen 41-60 und 6 (15%) mehr als 60 py 
(s. Tabelle 3-2 und 3-3). Die durchschnittliche Menge der gerauchten 
Zigaretten lag bei 43,8 py. 
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3.1.1.2.3 Rauchverhalten der BC Gruppen (s. Tabelle 3-3): 
 
Die Anzahl der Raucher ergab in der Populationskontrollgruppe 40.5%, 
88.3% in der NSCLC-Gruppe und 97.5% in der SCLC-Gruppe. Die 
höchste Anzahl der py mit 43.8 wurde in der Gruppe der SCLC-
Patienten dokumentiert, die niedrigste mit 23.5 py in der Gruppe der 
Adenokarzinom-Patienten. Individuen mit mehr als 60 py waren in der 
Gruppe der SCLC-Patienten deutlich über- und in der Gruppe der 
Adenokarzinom-Patienten deutlich unterrepräsentiert (s. Tabelle 3-2 + 
3-3). Die Gruppenmerkmale der einzelnen Untergruppen sind in Tabelle 
3-2 und 3-3 dargestellt.  
 
Die Blutproben für die Genotypanalyse wurden entsprechend den 
Richtlinien und nach Stattgabe der Ethikkommission (Studie 16/98) 
abgenommen, nachdem das Einverständnis der Patienten im Anschluss 
an eine ausführliche Aufklärung erteilt wurde. Es wurden Blutproben in 
Form von 1 x 5-10 ml EDTA-Blut pro Person gesammelt.  
 
Tabelle 3-2: Gruppencharakteristika der Bronchialkarzinom-Gruppen 
 




















       weiblich 0.98 8.7 14.5 8.7 14.5 10.7 10.5 
Alter  (Spanne)   
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Tabelle 3-3: Anzahl der pack years (py) in der Gruppe der Ex- und Raucher 
 
 NSCLC (%) SCLC (%) PE (%) AC (%) 
11-20  py 10  (12.9) 2  (5.0) 2  (5.0) 6  (23.0) 
21-40  py 25  (32.4) 15  (37.5) 14  (35.0) 6  (23.0) 
41-60  py 17  (14.5) 13  (32.5) 13  (32.5) 5  (19.2) 
>60  py 10  (12.9) 6  (15.0) 5  (12.5) 1  (3.8) 
Unavilable 4  (3.4) 2  (5.0) 3  (7.5) 1  (3.8) 
durchschnittliche  
py 36.5 43.8 43.9 23.5 
 
zu Tabelle 3-2 und 3-3: 
NSCLC = nichtkleinzellige Bronchialkarzionme, SCLC = kleinzellige Bronchialkarzi-nome, PE = 




3.1.2  Kontrollgruppen 
 
Als Kontrollkollektiv wurden aus einer Anzahl von 600 Patienten, die im 
Zentrum für Innere Medizin (ZIM) eine Lungenfunktionsdiagnostik 
erhalten haben, diejenigen ohne Lungenerkrankung, mit normaler 
Lungenfunktion, gematcht nach Alter, Geschlecht und 
Rauchgewohnheiten der Bronchialkarzinom-gruppe in eine gematchte 
Kontrollgruppe eingeschlossen. 
 
Wir bildeten zwei Kontrollgruppen. Die erste Kontrollgruppe, als Popu-
lationskontrollgruppe bezeichnet, besteht aus zufällig eingeschlossenen 
gesunden Personen, der Populationskontrolle. In die zweite, sogenannte 
gematchte Kontrollgruppe wurden in 1:1 Übereinstimmung der 
Faktoren Alter, Geschlecht, Rauchverhalten und dem Ausschluss-
kriterium Lungenerkrankung Patienten aus dem ZIM der Philipps-
Universität Marburg eingeschlossen. Die Charakteristika dieser 
Gruppen sind in Tabelle 3-1 und 3-2 dargestellt. Die Personen wurden 
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in Raucher und ehemalige, sogenannte Ex-Raucher eingeteilt, wenn sie 




Um eine vergleichbare Baseline der Polymorphismus-Frequenzen in 
einer kaukasischen Gruppe von deutschen Individuen zu bestimmen 
haben wir eine Populationskontrollgruppe zusammengestellt. 
Die Populationskontrollgruppe besteht aus 131 eingeschlossenen 
gesunden Individuen. Sie wurden im Rahmen einer arbeitsedizinischen 
Vorsorgeuntersuchung an der Universität Marburg bei Neueinstellung 
oder Stellenwechsel im Zeitraum  von Oktober 1998 bis Juli 1999 
körperlich untersucht. Wir schlossen dabei 131 Personen ein, 66 
Männer und 65 Frauen, mit einem Durchschnittsalter von 33,3 Jahren 
bei einer Verteilung von 25-62 Jahren. 53 (40,5%) davon  waren 
Raucher oder wiesen eine Rauchanamnese von mindestens 10 py auf. 
 
3.1.2.2 gematchte Kontrollgruppe 
 
Aus einer Gesamtzahl von 600 Individuen aus dem Zentrum Innere 
Medizin  wurden mit 113 bzw. 117 davon, Paare mit Übereinstimmung 
von Alter, Geschlecht und Rauchgewohnheiten gebildet. Mittels Spiro-
metrie und Ganzkörperplethysmographie wurden die Lungenfunktions-
parameter ermittelt und dokumentiert. Die Blutproben der Patienten 
wurden im Zeitraum von Januar 1998 und Januar 2000 gesammelt. 
Eingeschlossen wurden ausschließlich Patienten mit normaler 
Lungenfunktion und ohne Anamnese von Symptomen oder einer 
manifesten Lungenerkrankung.  
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3.1.2.2.1 gematchte Kontrollgruppe COPD 
 
Die Mehrzahl, 102 Patienten (90,3%) litt an einer KHK ohne klinische 
Zeichen einer Herzinsuffizienz, 4 Patienten (3,5%) an einer 
schlafbezogenen Atmungsstörungen, 4 Patienten (3,5%) unterzogen sich 
einer Krebsoperation und 3 Patienten (2,7%) litten an anderen 
Erkrankungen, wie zum Beispiel an Diabetes mellitus. Entsprechend 
der COPD-Gruppe, wurden 90 Männer und 23 Frauen mit einem 
Durchschnittsalter von 67.5 Jahren und einer Altersspanne von 31-84 
Jahren eingeschlossen. 94 Patienten (83,1%) davon waren aktive 
Raucher oder wiesen eine Rauchanamnese mit mehr als 10 py auf. 
 
3.1.2.2.2 gematchte Kontrollgruppe BC 
 
Für jeden Bronchialkarzinompatienten wurde eine gematchte Kontrolle 
(bezogen auf Alter, Geschlecht und Rauchanamnese) eingeschlossen. 
Einschlusskriterien waren das Fehlen einer pulmonalen Erkrankung, 
eine normale Lungenfunktion und eine Anamnese ohne Symptome 
einer Lungenerkrankung. Die Rauchgewohnheiten wurden entsprech-
end der obigen Beschreibung mit einem cut-off von 10 py eingeteilt. Von 
den insgesamt 117 Kontrollpatienten waren 100 (85.4%) KHK-
Patienten, 4 (3.4%) Patienten hatten eine schlafbezogene Atmungs-
störung, 3 (2.5%) unterzogen sich einer Tumoroperation (kein 
Bronchialkarzinom) und 10 (8.5%) litten an anderen Erkrankungen. 
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3.2 Technische und laborchemische Methoden 
 
Die verwendeten Geräte, Materialien , Reagenzien und Chemikalien mit 




Die Gewinnung des Patienten-/Probandenblutes erfolgte durch 
standardisierte intravenöse Blutabnahme mittels Kanüle und 
Monovettensystem. Es wurde ein Volumen von 5- 10 ml Blut in eine 
handelsübliche EDTA-Monovette abgenommen. EDTA (Ethylen-Diamin-
Tetraessigsäure) dient der Verhinderung der Koagulation und somit der 
Erhaltung und Verwertbarkeit der Leukozyten zur DNA - Isolation. Die 
Aufbewahrung des EDTA-Blutes geschah bis zur DNA-Isolation bei + 
4°C, danach bei - 20 / - 80°C. 
 
3.2.2 Isolation menschlicher genomischer DNA aus EDTA-Blut 
 
MATERIALIEN 
Die Isolation der DNA erfolgte aus dem EDTA-Blut mittels eines QIAamp 
Blood Mini Kit der Fa. QIAGEN, der die folgenden Reagenzien und 
Materialien enthielt :  
• Protease 
• Buffer AL (Lysis-Puffer) 
• Buffer AW 1 (1.Wasch-Puffer) 
• Buffer AW 2 (2.Wasch-Puffer) 
• Buffer AE (Elution-Puffer) : 10 mM Tris Cl, 0,5 mM 
EDTA, pH 9,0 
• Spin columns: Filter-Membran für Vakuum-/Zentri-
fugeneinsatz 
Zusätzlich benötigte Materialien:    
• Ethanol 96-100% 
• Eppendorf Cups 
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TECHNISCHER ABLAUF DER DNA-Isolation  
Die Isolation der Leukozyten DNA aus EDTA – Blut erfolgte in den im 
Folgenden dargestellten 4 Arbeitsschritten. 
LYSE: 300µl EDTA-Blut + 20µl Protease + 200µl Buffer AL wurden in 
ein 1,5ml Eppendorf-Cup gegeben und durch Vortexen von 10 Sek. 
gemischt, danach erfolgte eine Inkubation bei 56°C für 10 Min. Nach 
anschließender Zugabe von 200µl Ethanol 96-100% wurde erneut 5 
Sek. gevortext. 
BINDEN: Die gesamte homogene Lösung 720µl wurde nun in das Spin 
column auf die Filter-Membran pipettiert und bei 8000 rpm 1 Min. 
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen. 
WASCHEN: 500µl Buffer AW 1 wurde auf die Filter-Membran 
pipettieren und nochmals für 1 Min bei 8000 rpm zentrifugiert und das 
Zentrifugat verworfen. Dann wurden 500µl Buffer AW 2 auf die Filter-
Membran geben und bei 13000 rpm für 3 Min. zentrifugiert und das 
Zentrifugat erneut verworfen. 
LÖSEN: Der Filter wurde auf ein neues Cup gesetzt und es wurden 
100µl Buffer AE auf die Membran pipettiert. Nach einer Inkubationszeit 
von 10 Min. bei Raumtemperatur wurde nochmals für 1 Min. bei 8000 
rpm zentrifugieren.  
 
3.2.2.1 Spektrometrische Konzentrationsbestimmung der isolierten 
DNA 
 
Die Mengenbestimmung der DNA erfolgte - nach Verdünnung um den 
Faktor 100 – durch Absorptionsmessung im Photometer bei 260 nm. 
Anhand empirischer Vergleichsdaten kann die DNA-Konzentration 
durch folgende Formel bestimmt werden: Eine OD von 1 entspricht: 50 
µg/ml doppelsträngiger DNA. Zur Reinheitsbestimmung wird zusätzlich 
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die Absorption durch Proteine bei 280 nm bestimmt. Der Quotient aus 
OD260 und OD280 sollte mindestens 1,8 betragen. 
Das gewonnene Zentrifugat enthielt DNA in einer Konzentration von 45-
60ng/µl bei einem Verhältnis des Absorptionsquotienten A260/A280 von 
1,7 – 1,9 und einer durchschnitt-lichen Leukozytenzahl von ~5x10.6 / 
ml. Das entsprach einer Gesamt-konzentration von 4,5-6µg DNA in 100 
µl Lösungsmedium. 
 
3.2.2.2 Detektion von Nukleinsäuren durch Gel-Elektrophorese 
 
Grundprinzip aller elektrophoretischen Trennmethoden ist die 
Wanderung geladener Teilchen in einem elektrischen Feld zu einer 
Elektrode umgekehrter Polarität.. Elektrophoresen werden zumeist in 
einer elektrisch neutralen, halbfesten Gelmatrix aus Agarose oder 
Polyacrylamid (PAGE = Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) durch-
geführt. Nukleinsäuren besitzen aufgrund der Phosphatgruppen im 
Molekül eine negative Nettoladung. In vorgefertigte Taschen eines Gels 
eingebracht, wandern Nukleinsäuren nach Anlage einer elektrischen 
Spannung zur Anode. Diese Wanderung erfolgt umso schneller, je 
kleiner die Nukleinsäure-Moleküle sind. Die dabei zurückgelegte 
Strecke ist umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekular-
gewichtes der entsprechenden Nukleinsäure (Helling et al. 1974) 
Agarose- und Polyacrylamid-Gele wirken wie molekulare Siebe. Die 
Größe der Poren begrenzt dabei die Geschwindigkeit der Wanderung des 
Nukleinsäure-Moleküls im Gel.. Während bei Agarosegelen die 
Agarosekonzentration die Porengröße bestimmt, kommt es bei den 
Polyacrylamid-Gelen auf das Verhältnis von Acrylamid zu Bisacrylamid 
und dem Grad der Vernetzung an. 
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3.2.2.2.1 DNA-Detektion durch horizontale Agarose-Gel- 
Elektrophorese 
 
Die Agarose-Gel-Elektrophorese ist die Standardmethode zur Trennung, 
Reinigung und Identifizierung von Nukleinsäuren und erlaubt die 
Trennung von DNA-Fragmenten mit einer Größe von 70 Basenpaaren 
bis zu 60 Kilobasen. Für die Elektrophorese wurden Flachbett-
gelkammern der Firma OwIe Scientific benutzt. Die 
Agarosekonzentration im Gel betrug 1%. Der Gellauf erfolgte jeweils in 
1x TBE-Puffer. Die Nukleinsäuren wurden mit Ethidiumbromid 
angefärbt. Dieses planare Molekül interkaliert in die DNA und verstärkt 
damit sein Fluoreszenzverhalten unter UV-Anregung bei 320 nm, so 
dass die angefärbten Molekülbanden erkennbar werden. Die 
Ethidiumbromid-Konzentration betrug 2 µl pro 100 ml Laufpuffer. 
 
Für alle Proben wurde nach der Isolation eine Kontrolle der DNA auf 
einem 1%-Agarosegel mit einem Volumen von insgesamt 12µl: 2µl DNA-
Lösung + 6µl GLS (Gel Loading Solution, 2x Konzentration) + 4µl Aqua, 
je Probe und Geltasche mit Färbung im Ethidiumbromid-Bad und 
Detektion unter UV-Licht durchgeführt (s. Abb.1). Die Aufbewahrung 
der DNA erfolgt bei + 4°C. 
 
Abb. 1: DNA auf 1%igem Agarose-Gel 
 
   1   2     3    4      5    6   M    1-6: isolierte DNA 
       M: Molecular weight Marker 
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Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (PCR), das die 
Molekulargenetik revolutioniert hat, wurde 1984 durch den 
Nobelpreisträger K. Mullis entwickelt. Mit dieser Methode können 
definierte Nucleinsäuresequenzen in vitro in einem einzigen 
Reaktionszyklus mit hoher Ausbeute amplifiziert werden. Dazu werden 
einzelsträngige Oligonukleotide (Primer) benötigt, die komplementär zu 
den 3'-Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize (template) 
sind. Eine DNA-Polymerase verlängert unter geeigneten Reaktions-
bedingungen und in Gegenwart von Desoxynukleosidtri-phosphaten 
(dNTPs) die an die Matrize angelagerten Primer am 3´-Ende entlang der 
einzelsträngigen denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue 
DNA-Stränge, deren Sequenz komplementär zur Matrize ist. (Newton 
und Graham 1994). 
Die gesamte Reaktion basiert auf drei, sich zyklisch wiederholenden 
Teilschritten bei jeweils unterschiedlichen Temperaturen. Im ersten 
Schritt, der Denaturierung der DNA-Doppelstränge (ca. 90°C) wird die 
DNA in Einzelstränge aufgespalten. Beim Annealing, dem zweiten 
Schritt (primerspezifisch zw. 50-74°C) hybridisieren die Oligonukleotid-
primer mit den beiden DNA-Matrizensträngen und dienen damit im 
dritten Schritt, der Polymerisation (72°C), der DNA-Polymerase als 
Startmoleküle zur Kopierung der beiden Matrizenstränge. In jedem 
Zyklus verdoppelt sich die Menge des von den Startmolekülen 
eingerahmten Matrizenfragments und wird im folgenden Zyklus zum 
Ausgangsmaterial. Im nächsten Reaktionszyklus dienen auch die 
Produkte des vorangegangenen Zyklus als Matrizen für die DNA-
Polymerase. Die im ersten Reaktionszyklus synthetisierten DNA-Stränge 
haben noch keine definierte Länge, da die DNA-Polymerase so lange 
DNA synthetisiert, bis sie entweder von allein anhält oder vom Beginn 
des zweiten Zyklus unterbrochen wird. Im zweiten Reaktionszyklus 
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dienen auch die Produkte des ersten Zyklus als Matrizen für die DNA-
Polymerase. Die hierbei entstehenden DNA-Moleküle sind nunmehr in 
ihrer Länge durch die eingesetzten Primer definiert. Ab dem folgenden 
Zyklus vermehrt sich diese Zielsequenz exponentiell. Ihre Kopienzahl 
nach Abschluss der Reaktion kann nach der Gleichung c = (2n-2n)x (c = 
Anzahl der Kopien; n = Anzahl der Zyklen; 2n = Produkte des ersten 
und zweiten Zyklus, deren Länge nicht definiert ist; x = Anzahl der 
Kopien der ursprünglichen DNA-Matrize) berechnet werden.. Nach 20 
Zyklen sollte die gewünschte DNA um den Faktor 220 vermehrt sein. 
Allerdings liegt die Reaktionsausbeute im Schnitt nur bei ca. 85% . 
Zudem ist nach 20 – 25 Zyklen bei sinkender Effizienz nur noch eine 
lineare Zunahme der Amplifikate zu erwarten. Ursache dafür ist die im 
Reaktionsverlauf relativ zum Amplifikat zunehmend geringer werdende 
Primerkonzentration mit der Folge der Renaturierung der DNA-
Matrizen. Um einen vorzeitigen Start der PCR zu vermeiden, wurden alle 
Reaktionsansätze auf Eis pipettiert. 
 
3.2.3.2 Analyse der Polymorphismen mittels RFLP basierter  
(converted) PCR 
 
Restriktions-Endonukleasen des Typs III spalten DNA an ganz 
spezifischen, meist palindromischen Sequenzen. Wenn durch Mutation 
eine Base in einer solchen Sequenz verändert wird, spaltet das 
betreffende Restriktionsenzym an dieser Stelle nicht mehr. Umgekehrt 
können durch Mutation neue Restriktionsstellen entstehen und es  
ergeben sich nach Behandlung mit Restriktions-Endonukleasen häufig 
Restriktionsfragmente unterschiedlicher Länge, die elektrophoretisch 
dargestellt werden können. Diese Restriktionsfragment-Längenpoly-
morphismen (RFLPs) sind somit Indikatoren sequentieller Aberrationen 
in den Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme. 
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Außer für die Analyse des TNF-α Polymorphismus, der eine natürliche 
Restriktionsenzymerkennungsstelle besitzt, wurde für alle anderen 
Polymorphismen eine RFLP basierte (converted) cPCR durchgeführt.  
Wenn ein Polymorphismus keine natürliche für ein Restriktionsenzym 
erkennbare Schnittstelle aufweißt, kann mittels spezieller Primer ein 
amplifiziertes PCR-Produkt dieses Polymorphismus so umgewandelt 
werden, dass es ein Basen-Mismatch enthält, das zu einem PCR-
Produkt mit einer Restriktionsenzymschnittstelle für eines der beiden 
Allele führt. Daraus folgt, dass im Falle eines Einzelbasenaustauschs 
(SNP) entweder kein, ein oder beide Allele durch das geeignete Enzym 
geschnitten werden. 
 
Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte mittels speziell 
hergestellter Primer (s. Tabelle 3-4), die eine falsche Base (oder eine 
natürliche Schnittstelle für ein Verdauungsenzym, wie für den TNF-α 
Polymorphismus) enthalten. 
 
3.2.3.3 Amplifikation des DNA-Fragments mittels converted PCR 
(cPCR) 
 
GERÄTE und MATERIALIEN 
PCR – Maschine  
• Wärme-/Brutschrank, Heizblock 
• Gelkammern für PA-Gele, Glas- und Aluminumplatten, Spacer 
• Cups, Pipetten, Pipettenspitzen 
• DNA 
• Polyacrylamid, TBE, TAE 
 
PCR-Mix Reagenzien:  
• Aqua ad injectabilia 
• Primer 3´ und 5´ 
• Nukleotide (dNTPs), Puffer 10x Mg Konz  
• Taq – Polymerase (Boehringer Mannheim) 
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Das Pipettieren der PCR erfolgte nach standardisiertem Schema: Es 
wurden 40µl Aqua je Cup und Probe vorgelegt und dann 2µl DNA je 
Cup pipettiert, anschließend wurde der PCR – Mix entsprechend der 
Anzahl der Proben angesetzt und je Cup 8µl PCR – Mix zugeben. Der so 
fertige PCR–Reaktionsansatz wurde dann in die programmierte und 
vorgeheizte PCR – Maschine gestellt. Die PCR-Bedingungen 
unterschieden sich für jeden Polymorphismus mit unterschiedlichen 
Zeiten und Temperaturen für Denaturierung, Annealing und 
Sequenzing und sind im Folgenden aufgeführt. 
Für IL-10-1082 und IL-10-819: 2 Minuten 95°C, gefolgt von 35 Zyklen 
mit 45`` 95°C, 45`` 59°C, 60`` 72°C und 5 Minuten 72°C.  
IL-6-174: 2 Minuten 95°C, gefolgt von 30 Zyklen mit 60`` 95°C, 60`` 
60°C, 60`` 72°C und 5 Minuten 72°C.  
TNFα -308: 3 Minuten 94°C, 60`` 60°C, 60`` 72°C, gefolgt von 40 Zyklen 
mit 60`` 94°C, 60`` 60°C, 60`` 72°C und 5 Minuten 72°C.  
TNFβ-Intron1: 2 Minuten 95°C, gefolgt von 35 Zyklen mit 15`` 95°C, 
30`` 65°C, 30`` 72°C und 5 Minuten 72°C. (s. Tabelle 3-6). 
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TAC ACC ATC TCC AGC ACA TAG AA 







CTC CTG CAC CTG CTG CCT GGA TC 






TTG TCA AGA CAT GCC AAG TGC T 






GAT TCT CAG GCA CAT GTT TCC AC 






TAC ACC ATC TCC AGC ACA TAG AA 




IL: Interleukin, TNF-α: Tumor Nekrose Faktor alpha 
 
 





















A: Adenin, T:Thymin, C: Cytosin, G: Guanin 
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Tabelle 2 :  PCR-Bedingungen 
 
Polymorphismus         PCR-Bedingung__________ 
 
   1 Zyklus 35 Zyklen 1 Zklus 
IL-10 –1082  1 x 2’ 95°C 45’’ 95°C 5’ 72°C  
IL-10 –819    45’’ 59°C 
45’’ 72°C 
 
   1 Zyklus 30 Zyklen 1 Zklus 
IL-6 –174  2’ 95°C  60’’ 95°C 5’ 72°C 
     60’’ 60°C 
     60’’ 72°C 
 
   3 Zyklen 40 Zyklen 1 Zklus 
TNF-α –308  3’ 94°C  60’’ 94°C 5’ 72°C 
   60’’ 60°C 60’’ 60°C 
   60’’ 72  60’’ 72°C 
 
   1 Zyklus 35 Zyklen 1 Zklus 
TNF-β Intron1  2’ 95°C  15’’ 95°C 5’ 72°C 
     30’’ 65°C 
     30’’ 72°C 
____________________________________________________ 
IL: Interleukin; TNF: Tumor Nekrose Faktor 
 
 
Jetzt erfolgte die Amplifikation der durch die beiden Primer 3’ + 5’ 
markierten DNA-Sequenz aus der Gesamt-Leukozyten-DNA der 
Patienten/Probanden durch das Enzym Taq – Polymerase. Die Cups mit 
dem fertigen PCR – Produkt werden bei +4°C aufbewahrt. 
Alle PCR-Reaktionen wurden entweder im ERICOMP Twin Block TM oder 
mit dem Gene Amp PCR System 9600 Perkin Elmer Thermocycler 
durchgeführt. 
Die spezifischen PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen verdaut (siehe Tabelle 3-4 und 3-5). 
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TECHNISCHER ABLAUF 
Die Herstellung des PCR-Mix erfolgte in folgender Zusammensetzung: 
40 µl Aqua, je 1 µl Primer, 1 µl dNTPs, 5µl Puffer 10xMg und 0.15µl 
Taq-Polymerase pro Probe. Für TNF-beta Intron-1 wurden anstatt 40µl 
nur 23µl Aqua verwendet. 
Das Pipettieren der PCR erfolgte nach standardisiertem Schema: Es 
wurden Aqua je Cup und die Probe (2µl DNA je Cup) mit 
entsprechendem Volumen vorgelegt, dann wurde der PCR–Mix 
entsprechend der Anzahl der Proben angesetzt und je Cup 8µl PCR – 
Mix zugeben. Der so fertige PCR–Reaktionsansatz wurde dann sofort in 
die programmierte und vorgeheizte PCR–Maschine gestellt. Jetzt erfolgte 
die Amplifikation der durch die beiden Primer 3 + 5 markierten DNA-
Sequenz aus der Gesamt-Leukozyten-DNA der Patienten / Probanden 
durch das Enzym Taq–Polymerase. Die Cups mit dem fertigen PCR – 
Produkt werden bei +4°C aufbewahrt. 
 
Im Anschluss an die PCR erfolgte ein Restriktionsverdau mit dem 
entsprechenden Restriktionsenzymen s. Tabelle 2. 8µl des PCR–
Produktes wurden in einem neuen Cup je Probe mit 2µl Mix aus 1µl 
Aqua, 0,7µl Restriktionsenzym – Puffer und 0,3µl Restriktions-Enzym 
Nco I bei 37°C für 2 Stunden im Wasserbad oder Brutschrank zu 
Reaktion gebracht. 
 
3.2.3.3.1 Detektion der Restriktionsfragmente durch vertikale  
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 
 
Polyacrylamid-Gele wurden erstmals 1959 von Raymond und 
Weintraub für eine Elektrophorese eingesetzt. Diese Gele entstehen 
durch Polymerisation der Acrylamid-Monomere zu langen Ketten und 
der kovalenten Bindung eines Crosslink-Reagenz. Der gewöhnlich 
benutzte Crosslinker ist N,N`- Methylenbisacrylamid (Bis). 
Ammoniumpersulfat (APS) wird meist zur Bildung der drei zur 
Polymerisation notwendigen Radikale benutzt. NNN`N`- Tetramethylen-
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diamin (TEMED), als „Beschleuniger“ zugesetzt, fördert die Bildung von 
sauerstofffreien Radikalen und katalysiert in einem Gemisch aus APS, 
Acrylamid und Bis die Polymerisation.. Die Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese ist aufgrund ihrer höheren Trennschärfe besonders zur 
Auflösung von sehr kleinen Unterschieden in der Größe der 
Nukleinsäuren geeignet (10 – 250 Basenpaare). Es wurden Gelgrößen 
von 11 cm x 12 cm verwendet. Das Produkt des Restriktionsverdaues 
(10µl) wurde nach Zugabe von 2µl 6x GLS auf ein 8 % PAGE 
aufgetragen: 10µl je Tasche. Die Laufzeit betrug 60 Min. bei 140 Volt.  
Die Detektion der Restriktionsfragmente und die Bestimmung des 
entsprechenden Genotyps erfolgte durch Gelelektrophorese auf 8%igem 
PA-(Polyacrylamid) Gel (PAGE)  (s. Abb. 2-6). 
Zur Kontrolle der amplifizierten DNA-Sequenzen wurden für jeden 
Polymorphismus einzelne „spot checks“ (Ausschnitte, Gelstanzen) zur 
Sequenzierung an die Fa. SeqLab versand. 
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Abb. 2-6: Fotodokumentation der Gelelektrophorese der einzelnen 
Polymorphismen  
 




















 M    K1    3     4      5          K2        7     8     9    10 
K1: PCR-Produkt; K2: neg Kontr.; ,9,10: GG (uncut); 3,4,5,7: CG (cut), 8: CC (total cut), 
 
Abb.3: IL 10 –819  




      1  M    K1  3   4    5    K2   7   8   9   10  11  12 
1, 3,11, 12: CT (cut); K1: pos Kontrolle CC (uncut); K2: neg. Kontrolle; 4, 5, 7-9:CC (uncut);  
10:TT (total cut) 
 





      1    2     3   4    5    6    7    8    9   10   11   K1 M  K2 
K1: PCR-Produkt; K2: Kontrolle AA (total cut); 1, 7: GG (uncut); 2, 4, 10: AA (total cut); 
3, 5, 6, 8, 9, 11:GA (cut) 
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 M    K    2    3     4    5     6    7    8     9   10 11 
K: pos. Kontrolle AA (uncut); 2-4, 6, 9,10: GG (total cut); 5, 7, 8: AG (cut); 11:AA (uncut) 
 








  1    2   3    M    K    5    6    7    8    9   10  11 
K: PCR-Produkt; 1, 3, 5, 8, 9, 10: GG (uncut); 2 und 7:AA (total cut); 6 und 11: GA (cut) 
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3.3 Statistische Vefahren 
 
Zur Überprüfung der Verteilung der unterschiedlichen Genotypen 
innerhalb der einzelnen Gruppen wurden unterschiedliche statistische 
Verfahren angewendet. Für die Kontrollgruppen wurde für jeden 
einzelnen Polymorphismus mit dem Chi-Quadrat-Test oder einem 
speziellen Computerprogramm, der Genetic Data Analysis, das Hardy-
Weinberg Gleichgewicht (HWG) überprüft.  
Das Hardy-Weinberg Gleichgewicht entspricht der erwarteten Genotyp 
Verteilung, die auf der beobachteten Häufigkeit (p) für das Allel A und 
(q) für das Allel B basiert. Die Formel für die Berechnung lautet:  
p2+2pq+q2 =1, mit: 
p2 = erwartete Häufigkeit für den homozygoten Typ AA 
q2 = erwartete Häufigkeit für den homozygoten Typ BB 
2pq = erwartete Häufigkeit für den heterozygoten Genotyp AB 
Würden die beobachteten Häufigkeiten im Kontrollkollektiv von den 
erwarteten Häufigkeiten abweichen, wäre dies ein Hinweis auf das 
Vorliegen eines Selektions-Bias. Abweichungen vom Hardy-Weinberg 
Gleichgewicht wurden mit Hilfe des Chiquadrat-Tests überprüft. 
 
Für jede Gruppe bzw. Untergruppe der Indexpatienten, die der COPD 
und die der Bronchialkarzinome (kleinzellige (SCLC), alle 
nichtkleinzelligen (NSCLC) und die Plattenepithel- (PE) und 
Adenokarzinome (AC)) wurden für jeden einzelnen Polymorphismus zwei 
univariate Gruppenvergleiche durchgeführt.  
Die Frequenz der SNPs wurde zwischen den gematchten Paaren 
verglichen, innerhalb der Index-Gruppen miteinander und 
entsprechend deren Untergruppen, sowie mit den beiden 
Kontrollgruppen verglichen. Je nach Vergleich wurden dabei 
unterschiedliche statistische Verfahren angewendet: Für den Vergleich 
der gematchten Paare eine bedingte logistische Regression, für die nicht 
gematchten Analysen entweder der Cochran Armitage Test oder eine 
logistische Regression. 
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Der Cochran Armitage Test wurde zur Trendabschätzung verwendet, 
um zu überprüfen, ob das Erkrankungsrisiko mit der Anzahl der 
Risikoallele zunimmt. Dieser Test bezieht die Merkmale Alter, 
Geschlecht und Rauchverhalten, die sich allerdings nur in der 
Populationskontrolle signifikant unterschieden, jedoch nicht mit ein. 
Bei den gematchten Paaren stimmten diese Merkmale durch den 
Vorgang des Matchens überein.  
Wenn sich bei der Trendabschätzung durch den Cochran Armitage Test 
signifikante Unterschiede zeigten wurde für diese Allele der Chi-
Quadrat Test durchgeführt und die entsprechende Odds Ratio 
bestimmt. 
 
Vor Anwendung der logistischen Regression wurde zunächst die Frage 
eines Dosiseffektes eines der Allele geprüft. Für keinen der 
Polymorphismen zeite sich ein solcher Dosiseffekt. Anschließend wurde 
für die logistische Regression eines der beiden Allele als Basis-Allel 
verwendet und überprüft, ob die Allelenfrequenz zwischen den Gruppen 
bzw das Tragen eines Allels in den Gruppen unterschiedlich verteilt 
war. Bei signifikanten Unterschieden erfolgte die zusätzliche Prüfung 
mit McNemar und Fisher`s Exaktem Test. Im Falle der Untersuchung 
von mehreren Genvariationen erfolgte die Adjustierung durch 
Anwendung der konservativen Bonferroni Korrektur. Bei Untersuchung 
nur einer Genanalyse wurde zur statistischen Berechnung des 
Gruppenvergleichs der Chi-Quadrat Test und Fisher`s Exakter Test 
angewendet. 
 
Zuerst wurden die Genotypfrequenzen zwischen den Index-Patienten 
und den Populationskontrollen zur Trendabschätzung mit dem 
Cochran-Armitage Test verglichen. Mit diesem Test ist aber noch keine 
Spezifität für ein genetisches Modell erfüllt, sondern er beschreibt 
lediglich das mit steigender Anzahl von Risiko-Allelen an einem 
mutmaßlichen „Krankheitsort“ verbundene steigende Krankheitsrisiko. 
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Eine exakte Bestimmung wurde immer dann durchgeführt, wenn die zu 
erwartende Allelenfrequenz niedriger war als 5. 
Als Zweites wurden die Genotypen der Index-Gruppen mit den eins zu 
eins gematchten Kontrollgruppen durch die bedingte logistische 
Regression verglichen. Für Polymorphismen, die in einem der beiden 
Verfahren eine nominale Signifikanz (p<0.05) aufweisen können die 
Odds Ratio und das korrespondierende Konfidenzintervall bestimmt 
werden. 
Im Anschluss daran, untersuchten wir den IL-10 -1082 
Polymorphismus, der im Gesamtgruppenvergleich der COPD-Gruppe 
mit p=0.05 signifikant war getrennt für zwei Untergruppen der COPD 
mit unterschiedlichen Schweregraden (I° und II° zusammen und III°) 
gegen die gesamte Populationskontrolle. Zusätzlich wurden die 
Genotypen kombiniert, eingeteilt in zwei Gruppen (G - Allel tragend oder 
nicht) und innerhalb aller 3 Gruppen verglichen mittels Chi–Quadrat–
Test, wofür ebenfalls die geschätzte Odds Ratio für „krankheitsrelevant“ 
beim Tragen des G-Allels und das korrespondierende 95% - 
Konfidenzintervall (KI) berechnet wurden.  
 
In der Bronchialkarzinomgruppe haben wir für den IL-10 -1082 
Polymorphismus, der auch hier nennenswert signifikant war (p<0.05) 
und einem dominanten Modell mit einer größeren Häufigkeit der 
Genotypen AG und GG bei den BC-Gruppen zu folgen scheint, einen 
post-hoc Test durchgeführt und somit die Frequenzen der G-Allel Träger 
zwischen den Fällen und der Populationskontrolle mittels des Chi-
Quadrat-Tests verglichen. Es wurde die Odds-Ratio „for being a case“ 
beim Tragen von wenigstens einem G-Allel und das korrespondierende 
95%-Konfidenzintervall (KI) ermittelt. 
 
Die nominalen p-Werte für jeden Test wurden bestimmt und mit einem 
adäquaten Signifikanzwert verglichen (Boehringer S 2000; Nyholt DR 
2001). Dies muss entsprechend der multivariaten Analyse in dieser 
Studie und möglicherweise auch für das potentiell multivariate Testing 
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einer deutlich größeren Anzahl von Kandidatengenpolymorphismen 
angeglichen werden. Bei Anwendung der konservativen Bonferroni-
Korrektur wäre das ein α=0.0009 (5 Polymorphismen mit je 6 
unabhängigen Tests für die initiale Analyse) oder wie in der Literatur 
vorgeschlagen ein generelles Signifikanzlevel für genetische 
Assoziationsstudien mit einem α<10-6  (Nyholt DR 2001; . Risch N and 
Merikangas N 1996). 
 
Die Analysen wurden mit SAS V8 (SAS Institute, Cary, USA) und der 
StatXact 5 (Cytel Software) für exakte Tests am Institut für 
Medizinische Biometrie der Universität Marburg mit Unterstützung 






Im Folgenden sind die Ergebnisse der Häufigkeitsverteilungen der 
Genotypen der einzelnen Polymorphismen für die untersuchten 
Gruppen, unterteilt in die der COPD und die der Bronchialkarzinome 
und die statistische Auswertung dieser Ergebnisse dargestellt. 
 
4.1 COPD-Ergebnisse (siehe auch Tabelle 4-1) 
 
Für den TNF-α -308 Polymorphismus zeigt sich in der 
Populationskontrolle (n=131) für den Genotyp AA eine Frequenz von 3 
(2.3%), für AG 36 (29.8%) und für GG 89 (67.9%). In der gematchten 
Kontrollgruppe (n=113) für AA 5 (4.4%), AG 28 (24.6%) und GG 81 
(71.0%). In der gesamten COPD Gruppe eine Frequenz für AA von 4 
(3.5%), AG 36 (31.9%), GG 73 (64.6%).  
Der Vergleich von COPD-Gruppe und Populationskontrolle mit dem 
Cochran Armitage Test zur Trendabschätzung ergab einen p-Wert von 
0.506, zwischen der COPD-Gruppe und den gematchten Kontrollen 
mittels konditionierter logistischer Regression ein p-Wert von 0.454 und 
somit keinen signifikanten Unterschied. 
 
Für den TNF-β Intron1 Polymorphismus zeigt sich in der Populations-
kontrolle (n=131) für den Genotyp AA eine Frequenz von 55 (42.6%), für 
AG 57 (44.2%) und für GG 17 (13.7%). In der gematchten Kontroll-
gruppe (n=113) für AA 49 (43.0%), AG 58 (50.9%) und GG 7 (6.1%). In 
der gesamten COPD Gruppe eine Frequenz für AA von 53 (46.9%), AG 
50 (44.2%), GG 10 (8.9%).Der p-Wert für den Vergleich von COPD-
Gruppe und Populationskontrollen ergab 0.318, für die COPD versus 
gematchter Kontrollgruppe ist p=0.829, somit in beiden Fällen nicht 
signifikant. 
 
Für den IL-6  -174 Polymorphismus zeigt sich in der Populations-




GC 54 (41.2%) und für GG 53 (40.5%). In der gematchten Kontroll-
gruppe (n=113) für CC 12 (10.6%), GC 52 (46.0%) und GG 49 (43.4%). 
In der gesamten COPD Gruppe eine Frequenz für CC von 20 (17.7%), 
GC 52 (46.0%), GG 41 (36.3%).Für den Vergleich COPD versus 
Population ist p= 0.702 und versus den gematchten Kontrollen 
p=0.078, ebenfalls kein signifikanter Unterschied. 
Für den IL-10  -819 Polymorphismus zeigt sich in der 
Populationskontrolle (n=131) für den Genotyp CC eine Frequenz von 71 
(54.2%), für TC 53 (40.5%) und für TT 7 (5.3%). In der gematchten 
Kontrollgruppe (n=113) für CC 77 (68.1%), TC 31 (27.4%) und TT 5 
(4.4%). In der gesamten COPD Gruppe eine Frequenz für CC von 70 
(62.5%), TC 36 (32.1%), TT 6 (5.4%).Für COPD vs. Population ist p= 
0.281, für COPD vs. Gematchten Kontrollen p=0.327 und nicht 
signifikant.  
 
Für den IL-10 -1082 Polymorphismus zeigt sich in der 
Populationskontrolle (n=131) für den Genotyp AA eine Frequenz von 53 
(40.5%), für AG 57 (43.5%) und für GG 21 (16.0%). In der gematchten 
Kontrollgruppe (n=113) für AA 19 (17.0%), AG 68 (60.7%) und GG 25 
(22.3%). In der gesamten COPD Gruppe eine Frequenz für AA von 28 
(24.8%), AG 57 (50.4%), GG 28 (24.8%).  
Der Vergleich von COPD-Gruppe und Populationskontrolle mit dem 
Cochran Armitage Test zur Trendabschätzung ergab einen p-Wert von 
0.008, der zwischen der COPD Gruppe und den gematchten Kontrollen 
mittels konditionierter logistischer Regression ein p-Wert von 0.541 und 
somit für den Vergleich von COPD mit den gematchten Kontrollen 
keinen, aber bei einem p<0.005 einen signifikanten Unterschied zur 
Populationskontrolle.  
Die Untersuchung dieses Polymorphismus bei den verschiedenen 
Schweregraden der COPD, eingeteilt in zwei Gruppen Grad I und II 
zusammengenommen und Grad III, ergeben sich die folgenden 
Ergebnisse: COPD I°/II° (n=89) hat für den Genotyp AA eine Häufigkeit 




III° (n=24) für AA 7 (29.9%), AG 11 (45.8%) und GG 6 (25.0%). Die p-
Werte für den Vergleich zwischen der COPD III°-Unter- und der 
Populationsgruppe ist 0.267, für den mit der COPD I°/II°-Untergruppe 
0.009. Somit ergibt sich für die Untergruppe der COPD I°/II° ein 
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dargestellt sind absolute Zahlen mit %-Angaben in Klammern: n(%),p-Werte sind angegeben  
für den Vergleich von COPD mit der Kontrollgruppe, für die  Populationskontrollgruppe wurde 
der Cochran-Armitage Trend-Test basierend auf den Genotypen und für die gematchten 






















































Analyse der Untergruppen der verschiedenen Schweregrade, angegeben sind absolute Zahlen, 




4.1.1 Statistische Auswertung COPD 
 
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Genotypfrequenzen 
von IL-6-174, IL-10-819, IL-10 -1082, TNF-α -308, TNF-β Intron1 zwi-
schen den COPD-Fällen und den gematchten Kontrollen (Tabelle 4-1).  
 
Der Vergleich der COPD-Gruppe mit der Populationskontrolle zeigte 
einen signifikanten Unterschied der IL-10-1082 Genotypfrequenz beim 
Tragen des G-Allels, mit einer größeren Häufigkeit in der COPD-Gruppe. 
Dieser Shift zu häufigeren G-Allelen war in der gematchten 
Kontrollgruppe sogar noch deutlicher. Die getrennte Analyse der 
Untergruppen mit unterschiedlichem COPD-Schweregrad zeigte, dass 
sich dieser Shift nicht auf eine bestimmte Untergruppe begrenzte, 
sondern sich die Verteilung der Genotypen in den Untergruppen COPD 
I°/II° und COPD III° entsprach. Allerdings waren hierbei die 
Unterschiede zwischen dem Schweregrad III und der Populations-
kontrolle aufgrund der kleineren Gruppengröße weniger signifikant.  
 
Wenn man die Genotypen in zwei Guppen einteilt, jene die das G-Allel 
tragen und jene, die homozygote G-Allel Träger sind, dann beträgt die 




von G-Allelen (95%-KI=[1.18, 3.58], p=0.009). Für die gematchten 
Kontrollen gegenüber den Populationskontrollen ist diese Odds Ratio 
3.16 (95%-KI=[1.74, 5.73], p=0.0001). 
 
 
4.2 Bronchialkarzinom-Ergebnisse (s. Tabelle 4-3) 
 
Die TNF-α -308 Polymorphismus Genotypfrequenzen der Bronchial-
karzinomgruppen sind bei den SCLC (n=40) für AA 0 (0%) AG 11 
(27.5%) und GG 29 (72.5%), die der NSCLC (n=77) für AA 1 (1.3%), AG 
25 (32.5%) und GG 51 (66.2%). Für die Untergruppen der NSCLC: 
Plattenepithelkarzinome (PE) (n=40) für AA 1 (2.5 %), AG 15 (37.5 %) 
und GG 24 ( 60.0%) und der Adenokarzinome (AC) (n=26) für AA 0 (0 
%), AG 8 (30.8%) und GG 18 (69.2%). Der Vergleich mit der 
Populationsgruppe ergibt einen p-Wert für die SCLC-Gruppe von 0.58, 
für die NSCLC 0.91, PE 0.49 und für die AC 0.93. 
Der Vergleich mit der gematchten Kontrollgruppe entsprechend für 
SCLC p=1.00, NSCLC p=0.13, PE p=0.20 und AC p=0.18 jeweils nicht 
signifikant. 
 
Die TNF-β Intron1 Polymorphismus Genotypfrequenzen der Bronchial-
karzinomgruppe sind für die SCLC (n=40) für AA 18 (45%) AG 17 
(42.5%) und GG 5 (12.5%), die der NSCLC (n=77) für AA 33 (42.9%), AG 
39 (50.6%) und GG 5 (6.5%). Für die Untergruppen der NSCLC bei den 
Plattenepithelkarzinomen (PE) (n=40) für AA 14 (35.0%), AG 24 (60.0%) 
und GG 2 (5.0%) und bei den Adenokarzinomen (AC) (n=26)) für AA 11 
(42.3%), AG 13 (50.0%) und GG 2 (7.7%). Der Vergleich mit der 
Populationsgruppe ergibt einen p-Wert für die SCLC-Gruppe von 0.81, 
für die NSCLC 0.47, PE 0.99 und für die AC 0.85. Der Vergleich mit der 
gematchten Kontrollgruppe entsprechend für SCLC 0.26, NSCLC 0.58, 





Die IL-6 -174 Polymorphismus Genotypfrequenzen der 
Bronchialkarzinomgruppe sind für die SCLC (n=40) für CC 4 (10.3%) 
CG 16 (41.0%) und GG 19 (48.7%), der NSCLC (n=77) für CC 13 
(16.9%), CG 36 (46.8%) und GG 28 (36.4%), für die Untergruppen der 
NSCLC bei den  Plattenepithelkarzinomen (PE) (n=40) für CC 4 (10.0%), 
CG 19 (47.5%) und GG 17 (42.5%) und bei den Adenokarzinomen (AC) 
(n=26)) für CC 5 (19.2%), CG 11 (42.3%) und GG 10 (38.5%). Der 
Vergleich mit der Populationsgruppe ergibt einen p-Wert für die SCLC-
Gruppe von 0.22, für die NSCLC 0.80, PE 0.42 und für die AC 0.85. Der 
Vergleich mit der gematchten Kontrollgruppe entsprechend für die 
SCLC 0.27, NSCLC 0.28, PE 1.0 und AC 0.62 diese Werte sind jeweils 
nicht signifikant. 
Die IL-10 -819 Polymorphismus Genotypfrequenzen der Bronchial-
karzinomgruppe sind bei den SCLC (n=40) für CC24 (60.0%), TC 14 
(35.0%) und TT 2 (5.0%), der NSCLC (n=77) für CC 42 (54.5%), TC 31 
(40.3%) und TT 4 (5.2%). Für die Untergruppen der NSCLC bei den 
Plattenepithelkarzinomen (PE) (n=40) für CC 16 (40.0%), CT 20 (50.0%) 
und TT 4 (10.0%) und den Adenokarzinomen (AC) (n=26) ) für CC 18 
(69.2%), CT 8 (30.8%) und TT 0 (0%). Der Vergleich mit der 
Populationsgruppe ergibt einen p-Wert für die SCLC-Gruppe von 0.57, 
für die NSCLC 0.95, PE 0.12 und für die AC 0.14. Der Vergleich mit der 
gematchten Kontrollgruppe entsprechend für SCLC 0.72, NSCLC 0.54, 
PE 0.12 und AC 0.42, jeweils nicht signifikant. 
 
Die IL-10 -1082 Polymorphismus Genotypfrequenzen der Bronchial-
karzinomgruppe beträgt für die SCLC (n=40) für AA 6 (15.4%) AG 21 
(53.8%) und GG 12 (30.8%), der NSCLC (n=77) für AA 24 (31.6%), AG 
33 (43.4%) und GG 19 (25.0%). Für die Untergruppen der NSCLC, die 
Plattenepithelkarzinome (PE) (n=40) für AA 13 (32.5%), AG 17 (42.5%) 
und GG 10 (25.0%) und die Adenokarzinome (AC) (n=26)) für AA 5 
(19.2%), AG 14 (53.9%) und GG 7 (26.9%). Der Vergleich mit der 
Populationsgruppe ergibt einen signifikanten p-Wert für die SCLC-




Der Vergleich mit der gematchten Kontrollgruppe entsprechend für 
SCLC 0.48, NSCLC 0.81, PE 0.72 und AC 0.44.  
Für das Auftreten des G-Allels (IL-10 1082_G) in den signifikanten 
Gruppen zeigt sich bei der SCLC Gruppe eine Häufigkeit dieses Allels 
von 33 (84.6%) und bei der AC-Gruppe von 21 (80.8%), der 
Populationskontrollgruppe 78 (59.5%) und den gematchten Kontrollen 
92 (80%) hieraus ergibt sich für den Vergleich zwischen der 
Populationsgruppe und der SCLC Gruppe ein p=0.004 und eine Odds 
Ratio (OR) von 3.74 mit einem 95%Konfidenzintervall (95%KI) von 1.52 
- .16, für die AC Gruppe ist p=0.041, die OR: 2.85 mit einem 95%KI von 
1.04 - .80. 
In anderen untersuchten Gruppen (Donger C et al. 2001; Galley HF 2003; 
Hajeer AH  1998; Lim S 1998) zeigt sich für das Auftreten dieses Allels eine 
gleichmäßige Häufigkeitsverteilung zwischen 47-52%, 50% für die 
gesamten Kollektive, während es für unsere Populationsgruppe 41% 










































































































































angegeben sind absolute Zahlen, %-Angaben in Klammern: n(%), p-Werte dienen dem 
Vergleich von SCLC und der entsprechenden Kontrollgruppe, für die Populationskontrolle 
wurde der Cochran-Armitage Trend-Test basierend auf den Genotypen, für die gematchten 




Tabelle 4-4:  




































































































































angegeben sind absolute Zahlen, %-Angaben in Klammern: n(%), p-Werte dienen dem 
Vergleich von NSCLC und der entsprechenden Kontrollgruppe, für die Populationskontrolle 
wurde der Cochran-Armitage Trend-Test basierend auf den Genotypen, für die gematchten 








































































































































angegeben sind absolute Zahlen, %-Angaben in Klammern: n(%), p-Werte dienen dem 
Vergleich von Plattenepithel und der entsprechenden Kontrollgruppe, für die 
Populationskontrolle wurde der Cochran-Armitage Trend-Test basierend auf den Genotypen, für 




Tabelle 4-6:  



































































































































angegeben sind absolute Zahlen, %-Angaben in Klammern: n(%), p-Werte dienen dem 
Vergleich von Adenokarzinom und der entsprechenden Kontrollgruppe, für die 
Populationskontrolle wurde der Cochran-Armitage Trend-Test basierend auf den Genotypen, für 






























































OR = Odds Ratio, Population: n = 131, gematchte Kontrollen = NSCLC-match + SCLC-match:  




4.2.1 Statistische Auswertung – BC 
 
Die Genotypfrequenzen und sowohl die Ergenisse der gematchten als 
auch der nicht gematchten Analysen sind in den Tabelle 4-3 bis 4-7 
dargestellt. 
Für keinen der untersuchten Marker und keine der untersuchten 
Gruppen von Bronchialkarzinomen zeigte der Vergleich von Fällen und 
eins zu eins gematchten Kontrollen einen signifikanten Unterschied der 
Frequenz der Genotypen von TNF-α -308, TNF-β Intron1, IL-6 –174 und 
IL-10 –819. 
 
Der Vergleich der Bronchialkarzinomgruppe und der Populations-
kontrollgruppe zeigte einen relevanten Unterschied lediglich für den IL-
10-1082 Marker. Dieser zeigt sich am deutlichsten in der Gruppe der 
kleinzelligen Bronchialkarzinome (p=0.002), allerdings findet man den 
gleichen Trend in der Gruppe der nichtkleinzelligen Bronchialkarzinome 
(p=0.09) ebenso, wie in den Untergruppen der Adenokarzinome (p=0.05) 
und der Plattenepithelkarzinome (p=0.2).  
Diese Assoziation ist durch eine höhere Rate von Genotypen mit G-
Allelen bei den Erkrankten gekennzeichnet.  
Die geschätzte Odds Ratio (OR) beim Tragen von nur einem G-Allel ein 




kleinzelligen Bronchialkarzinome ist die OR = 1.47 (95%-KI=[0.81, 
2.67]), für Adenokarzinome OR = 2.85 (95%-KI=[1.01, 8.04]) und für 
Plattenepithelkarzinome OR = 1.41 (95%-KI=[0.67, 2.98]). 
Trotzdem diese beobachteten Assoziationen durchaus deutlich sind, 
sind sie bei der Anwendung des strikten Bonferroni-korrigierten 
Signifikanzlevels auf die untersuchte Probenanzahl nicht ausreichend. 
Bei der Analyse der unterschiedlichen BC-Gruppen (SCLC: n=40, 
NSCLC: n=77, SCC: n=40 und AC: n=26) im Vergleich mit der 
Populationskontrollgruppe (n=131 zeigt sich eine 80%ige Spezifität (bei 
α=0.0009) beziehungsweise für Unterschiede bei der Trägerfrequenz in 
einer Größenordnung von 0.35 (SCLC), 0.28 (NSCLC), 0.35 (SCC) und 
0.42 (AC). 
In der gematchten Analyse liegt die Spezifität bei 80% (bei α=0.0009), 
beziehungsweise die Unterschiede der Trägerfrequenz in einer 
Größenordnung von 0.25 (SCLC), 0.18 (NSCLC), 0.25 (SCC) und 0.31 
(AC).  
In Anbetracht dessen, dass geringere Effekte sicherlich sowohl klinische 
als auch biologische Relevanz zeigen könnten, können wir hiermit für 
die Gene für die hier keine Assoziation gezeigt werden konnte eine Rolle 
in der Ätiologie der Bronchialkarzinome nicht ausschließen. 
 
4.3 Statistische Auswertung - Kontrollgruppen 
 
In der Populationskontrolle entsprachen alle Marker dem HWE (p>0.1) 
In der gematchten Kontrollgruppe fand sich für den IL-10-1082 
Polymorphismus mit p=0.04 und den TNF-β Intron1 Polymorphismus 
mit p=0.06 eine diskrete Abweichung. 
Nachdem die Genotypisierung durch zwei unabhängige Systeme 
kontrolliert wurde, gehen wir nicht davon aus dass hier ein 
Typisierungsfehler vorliegt. Es könnte sich hier stattdessen um einen 
Effekt handeln, der durch die Wahl des Kontrollgruppenkollektivs, das 




Möglicherweise stellt dieser Polymorphismus für dieses Kollektiv einen 
ebenfalls relevanten Marker dar. 
In der Populationskontrollgruppe entsprachen alle Marker dem HWE 
(p>0.1). In der gematchten Kontrollgruppe zeigte der Polymorphismus 
IL-10-1082 (p=0.05) diskrete Abweichungen vom HWE. Nachdem die 
Genotypen durch zwei unabhängige „Rater“ kontrolliert wurden gehen 
wir hier nicht von einem Typisierungsfehler aus. Es könnte sich 
stattdessen um einen Effekt resultierend aus der Zusammenstellung 
dieser Kontrollgruppe handeln, in der sich zum Großteil Patienten mit 
KHK befinden, und dieser Marker bei diesem Kollektiv ebenfalls eine 







In der hier vorliegenden Arbeit wurden Promoter-Polymorphismen von 
TNF-α -308, TNF-β Intron1, IL-6 -174, IL-10 -819 und IL-10 -1082 in 
Form einer Fall-Kontroll- und Assoziationsstudie bei Patienten mit 
COPD und Bronchialkarzinomen untersucht. Die vorliegende 
Untersuchung ist unserer Kenntnis nach die erste Analyse, die 
Polymorphismen von IL-6, IL-10, und TNF bei Patienten mit 
Bronchialkarzinomen untersucht. Es wurde den Fällen, COPD 
unterschiedlicher Schweregrade und Bronchialkarzinome 
unterschiedlicher Histologie, jeweils eine nach Alter, Geschlecht und 
Rauchverhalten gematchte klinische Kontrollgruppe von Patienten mit 
normaler Lungenfunktion und eine nicht gematchte 
Populationskontrollgruppe gegenübergestellt und diese miteinander 
verglichen. Die Daten zeigen für die Genotypen der Polymorphismen von 
TNF-α -308, TNF-β Intron 1, IL-6 -174 und IL-10 -819 keine 
signifikanten Unterschiede. 
Ein signifikanter Unterschied fand sich allerdings für den IL-10 –1082 
Polymorphismus, zum einen zwischen der COPD-Gruppe und der 
Populationskontrolle, der interessanterweise im Vergleich mit den 
gematchten Kontrollen nicht beobachtet werden konnte, und zum 
anderen für die Bronchialkarzinome (IL-10-1082_G Allel) im Vergleich 
zur Populationskontrollgruppe, besonders für die beiden Untergruppen 




5.1 Methodischer Ansatz 
 
Trotzdem inzwischen das gesamte menschliche Genom entschlüsselt 
ist, ist die Suche nach Suszeptibiltätsgenen nicht einfacher geworden. 
Es sind im wesentlichen 2 Methoden, die hier für die Identifizierung 
solcher Gene in Frage kommen: Zum einen Kopplungsstudien und zum 
anderen Assoziationsstudien. Beide weisen Limitierungen auf. So ist es 
problematisch die Erkrankungen COPD und Bronchialkarzinome 
mittels Kopplungsuntersuchungen in betroffenen Familien zu 
analysieren, da einerseits die Frage der Erblichkeit der Lungenfunktion 
bis dato nicht abschließend geklärt ist und andererseits die 
Erkrankungen üblicherweise einen so späten Manifestationszeitpunkt 
haben, dass andere betroffene oder potentiell betroffene Verwandte 
noch nicht erkrankt oder schon verstorben sind. Fall-Kontroll-Studien 
haben den Vorteil, dass bei der Untersuchung von Kandidatengenen 
nach einem Gen geforscht wird, das in einem plausiblen 
Zusammenhang mit der Erkrankung steht. Die eingeschränkte 
Beurteilbarkeit ergibt sich allerdings genau hierdurch, nämlich durch 
die Untersuchung schon bekannter Gene. Desweiteren bestehen häufig 
große Schwierigkeiten gute und passende Kollektive zu erstellen. Sollen 
beispielsweise nur ethnisch identische Personen eingeschlossen 
werden, ist die Gruppengröße häufig begrenzt, der Einschluss 
unterschiedlicher ethnischer Gruppen führt dagegen zu einer 
eingeschränkten Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit verschiedener 
Studien. Außerdem ist es erforderlich die Kontrollen hinsichtlich 
genetisch unabhängiger Risikofaktoren möglichst vergleichbar zu 
machen. Eine daraus resultierende Limitation der Gruppengröße oder 
der Vergleichbarkeit der Kontrollen führt häufig ebenfalls zu einer 
eingeschränkten Vergleichbarkeit der Studien. Daher gelten 
Assoziationsstudien ihrem Wesen nach primär für die Populationen in 
denen sie erhoben wurden. Es handelt sich dennoch um einen 
experimentellen Ansatz, der Auskunft über mögliche Phänotyp-




Um die Limitierung durch eine nicht optimale Vergleichbarkeit der 
Kontrollen möglichst klein zu halten werden in der vorliegenden Arbeit 
jeweils zwei Kontrollkollektive integriert, eine Populationskontrolle und 
ein gematchtes Kontrollkollektiv, dessen Personen die wichtigsten 
Risikofaktoren (Nikotinkonsum, Alter, Geschlecht) mit den Personen der 
Patientenkollektive teilen. Für eine optimale Vergleichbarkeit mit den 
Phänotypen von BC und COPD wären daher vor allem lungengesunde, 
ältere, männliche Personen einzuschließen. Ein entsprechendes 
Kollektiv ist unter gesunden Personen schwierig zu generieren. In der 
vorliegenden Studie werden daher Patienten mit koronarer 
Herzerkrankung als Kontrollen verwendet, da auch diese die Variablen 
Alter, Rauchen und männliches Geschlecht üblicherweise aufweisen. 
Dies hatte jedoch zur Folge, dass die daraus entstandene 
Kontrollgruppe zum Großteil lungengesunde Personen repräsentierte, 
die an einer anderen Erkrankung litten. Aus diesem Grund und um die 
Allelenfrequenz der zu untersuchenden Gene in einem gesunden 
ethnisch identischen, kaukasischen Kollektiv zu dokumentieren wurde 
zusätzlich eine Populationskontrollgruppe untersucht. 
 
Aufgrund der grenzwertigen Signifikanz bei relativ kleinen 
Gruppengrößen der BC-Untergruppe der Adenokarzinome könnte es 
sich hierbei auch um falsch positive Ergebnisses handeln. Wie für alle 
Assoziationsstudien geltend, ist eine Überprüfung dieser Ergebnisse an 
einem sehr viel größeren Kollektiv notwendig. 
 
Eine weitere Erklärung für die hier beobachteten Unterschiede der IL-
10 –1082 Genotypfrequenz könnten allerdings auch durch Populations-
stratifikation bedingt sein (Pritchard und Rosenberg 1999): 
In vergleichbaren Kontrollgruppen anderer Untersuchungen, die 
allerdings überwiegend nicht dem kaukasischen Raum entstammten, 
variierte die Allelenfrequenz für IL-10 –1082_G zwischen 47-52% 
(Lazarus M et al. 1997; Hajeer AH et al. 1998; Lim S et al. 1998 und 




dieser Studien bei 50%, während sie in unserer Populationsgruppe bei 
41% lag.  
Dies könnte implizieren, dass die Allelenfrequenz unserer 
Populationsgruppe aus unbekannten Gründen niedriger gewesen wäre 
als in der Gesamtbevölkerung. Ein solcher systematischer Fehler wäre 
prinzipiell möglich. Da aber alle untersuchten Gruppen ethnisch 
identisch waren und im geographischen Einzugsgebiet keine 
wesentlichen Veränderungen durch Migration oder Immigration 
bestehen, IL-10 vermutlich keinen Einfluss auf die Lebenserwartung 
hat und keine anderen Ursachen für eine populationsbedingte 
Stratifikation gegeben waren, auch weder Alter noch Geschlecht (die 
ebenfalls in den beiden Gruppen differieren) als sog. „Confounder“ 
fungieren sollten, denn der Polymorphismus ist von diesen Faktoren 
unabhängig (Smith GD und Ebrahim S 2003; Little J und Khoury MJ 
2003), ist ein solcher systematischer Fehler nicht anzunehmen.  
Die Gruppengröße in den jeweils vorliegenden Kollektiven ist begrenzt, 
lässt aber eine zuverlässige statistische Analyse zu und ist für die 
Suche nach einem prinzipiellen Zusammenhang ohne Zweifel 
ausreichend. Dennoch müssten die hier erhobenen Daten immer auch 
kritisch vor diesem Hintergrund betrachtet und wie üblicherweise bei 








Der für die COPD charakteristische Entzündungsprozess betrifft sowohl 
die bronchialen Strukturen, als auch das Lungenparenchym. In 
bronchialen Biopsien von Patienten mit COPD zeigt sich eine Infiltration 
mit neutrophilen und mononukleären Zellen (Jeffrey PK et al.1998). 
Biopsien bei Ex-Rauchern zeigen einen ähnlichen Entzündungsprozess, 
wie er auch bei Rauchern beobachtet wird, sodass vermutlich eine 
persistierende Entzündung der Atemwege bestehen bleibt, wenn sie 
einmal in Gang gekommen ist (Turato G et al. 1995).  
Bei der Regulation dieser Entzündungsreaktion spielen Makrophagen, 
die durch exogene Noxen, wie zum Beispiel Zigarettenrauch aktiviert 
werden, eine wichtige Rolle. Für den Entzündungsprozess und die 
Chemotaxis im Rahmen dieser Entzündungsreaktion sind Mediatoren 
wie die Interleukine 1, 6, 8 und 10 und TNF wesentliche Faktoren und 
könnten die Entzündungsantwort im Bereich der Atemwege 
beeinflussen. Diese Überlegung wird durch klinische Beobachtungen 
unterstützt, die eine inverse Korrelation zwischen Zigarettenrauchen 
und FeV1, dem prozentualen Anteil an Neutrophilen und der IL-6 und 
IL-8 Konzentrationen in der BAL von Rauchern zeigen. TNF-α dagegen 
korreliert mit  dem prozentualen Anteil an Neutrophilen (Soler N et al. 
1999). 
Mögliche Assoziationen des TNF-α -308 Polymorphismus mit COPD sind 
in unterschiedlichen Populationen nicht übereinstimmend beschrieben. 
Bei Taiwanesen (Huang S-I et al. 1997) und Japanern (Sakao S et al. 
2001; Sandford AJ et al. 2001) wurde er mit dem Auftreten einer COPD 
assoziiert. Bei einem irischen Kollektiv scheint der homozygote Genotyp 
TNF-α –308_A mit einem schnell voranschreitenden Verlust der 
Lungenfunktion und einer schlechten Prognose der COPD in 
Zusammenhang zu stehen (Keatings VM et al. 2000). Andere Studien 
konnten jedoch keinen Zusammenhang von TNF-α oder TNF-β 
Polymorphismen, weder mit dem Auftreten einer COPD, noch mit dem 




Kollektiven zeigen (Sandford AJ et al. 2001; Higham MA et al. 2000; 
Ferrarotti I et al. 2003). 
Die vorliegende Arbeit unterstützt diese negativen Ergebnisse. Es wurde 
keine Korrelation zwischen den Genotypen von TNF-α –308 und TNF-β 
Intron1 nachgewiesen. Auch für den hier in einem COPD Kollektiv 
erstmalig analysierten IL-6 –174 (G/C) Polymorphismus konnte keine 
Assoziation zur COPD gezeigt werden.  
 
IL-10 wird durch T-Lymphozyten und Makrophagen produziert und 
hemmt die Entzündungsantwort, indem es zu einer Verminderung 
proinflammatorischer Zytokine beiträgt (Howard 1992; de Waal 1991). 
Jedes der beiden IL-10-1082_(G/A) Allele zeigt unterschiedliche Effekte 
auf die Transkription von IL-10 in vitro (Turner DM et al. 1997), die 
Bindungsaktivität zu Transkriptionsfaktoren (Reuss E et al. 2002) und 
die Regulation von konstitutiven mRNA Konzentrationen (Suarez A et al. 
2003). 
In der Literatur findet man widersprüchliche Daten, die Modulation der 
IL-10 Sekretion in vitro und in vivo betreffend. Eine durch 
Concanavalin A stimulierte gesteigerte IL-10 Produktion bei 
menschlichen Lymphozyten scheint mit dem IL-10-1082_G Allel 
assoziiert zu sein (Turner DM et al. 1997). Andere Studien haben 
dagegen eine verminderte IL-10 Produktion nach Stimulation mit LPS 
(Lipopolysacchariden) (Eskdale J et al. 1998) und in vivo nach 
kardiopulmonaler Bypass-Operation (Galley HF et al. 2003) beobachtet. 
Diese Ergebnisse sind aufgrund der unterschiedlichen Ansätze nur 
schwer vergleichbar. Zudem handelt es sich hier um unterschiedliche 
Phänotypen, sodass für die COPD anhand dieser Daten keine 
Voraussagen bezüglich der Wirkung des Effektes der Genregulation 
gemacht werden können. In einem asiatischen Kollektiv konnten für die 
COPD Abweichungen der IL-10 Konzentrationen gezeigt werden. Im 
induzierten Sputum von COPD-Patienten zeigten sich deutlich 
niedrigere IL-10 Konzentrationen im Vergleich zu gesunden 




nur bei schon manifester Erkrankung beobachtet werden und scheinen 
nicht für die Induktion der Krankheit verantwortlich zu sein. 
 
In der vorliegenden Arbeit tritt das „high-producer“-Allel IL-10 -1082_G, 
häufiger bei Patienten mit COPD auf. Durch eine limitiert induzierbare 
Entzündungsaktivität, aufgrund höherer IL-10 Aktivität/Spiegel könnte 
es zu einer Chronifizierung der Entzündungsreaktion kommen. Zum 
einen könnte beispielsweise durch eine gehemmte initiale 
Entzündungsreaktion eine fehlende primäre Beseitigung der 
entzündungsauslösenden Faktoren erfolgen. Eine solche Reaktionslage 
könnte zur Persistenz entzündungsauslösender Faktoren, so zu 
rekurrierenden Atemwegsinfektionen führen, und so eine Rolle für die 
Entstehung und den Progress der COPD spielen. Als zweites könnte der 
Unterschied in der IL-10 Expression durch Unterdrückung der Th-2 
Antwort, die eine nichtallergische Form der Atemwegsentzündung 
induziert, dazu beitragen. Weiter könnte IL-10 durch Hochregulation 
des bcl-2 Proteins die Apoptose von T- und B-Zellen verhindern (Levy Y 
et al. 1994), woraus eine Persistenz der Entzündungszellen resultieren 
und zu einem Fortschreiten der Atemwegsentzündung führen würde. 
IL-10 moduliert zudem auch die Freisetzung von Proteasen und 
Antiproteasen durch ortständige Makrophagen (Lim S et al. 2000) und 
könnte auf diesem Weg auch zu einer Chronifizierung beitragen. 
 
Aktuell weiß man aber weder, ob die Variabilität der IL-10 Expression 
einen Einfluss auf den Entzündungsprozess der COPD hat, noch ob der 
Genort, die Polymorphismuslokalisation selbst oder ein anderer 
gekoppelter Locus zur Entwicklung einer COPD beiträgt, oder einen 
Einfluss auf die Prognose hat. Anhand der bisher bekannten Daten ist 
ein solcher Zusammenhang jedoch nicht unwahrscheinlich. 
 
Das IL-10-1082_G Allel war bei den COPD-Fällen und bei den 
gematchten Kontrollen im Vergleich zur Populationskontrollguppe 




Populationskontrolle liegt deutlich niedriger als in anderen 
kaukasischen Kontrollkollektiven, sodass hier trotz der Abweichung von 
den anderen Kollektiven aufgrund der Gegenläufigkeit tatsächliche 
Unterschiede zwischen der COPD-Gruppe, den gematchten Kontrollen 
und der Populationskontrollgruppe vermuten lässt. Unter 
Berücksichtigung dieser Ergebnisse  scheint sich die hier betrachtete 
gematchte Kontrollgruppe von anderen Kontrollgruppen zu 
unterscheiden.  
Bei der gematchten Kontrollgruppe wurden die Variablen Alter, 
Geschlecht und Rauchverhalten durch Matchen angeglichen, um eine 
höhere Übereinstimmung für den Vergleich mit der COPD-Gruppe zu 
erhalten. Nahezu alle gematchten Kontrollen sind KHK-Patienten, 
hierdurch wird eine homogene Gruppe mit einer anderen Form einer 
chronischen, nicht pulmonalen Erkrankung repräsentiert.  
Die chronische Entzündung gilt für die COPD und möglicherweise auch 
für die KHK als zugrundeliegender Pathomechanismus. Zudem 
entsprechen sich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten als bekannte 
Risikofaktoren.  
Die signifikant erhöhte Frequenz des IL-10 –1082_G Allels könnte 
darauf hinweisen, dass bei beiden chronischen Erkrankungen 
Pathomechanismen im Zusammenhang mit IL-10 und Rauchverhalten 
eine Rolle spielen. Möglicherweise ist für die COPD und die KHK 
gleichermaßen eine genetisch beeinflusste alterierte 
Entzündungsreaktion von Bedeutung. 
Auszuschließen ist nicht, dass das IL-10 –1082_G Allel mit jeweils 
unterschiedlichen phänotypischen Auswirkungen korreliert, die ohne 
einen direkten Zusammenhang, jeweils einzeln in der multifaktoriellen 
Genese der COPD und der KHK eine Rolle spielen. 
So wie für das A-Allel schon eine Assoziation mit Autoimmun-
erkrankungen gezeigt werden konnte (Lazarus M et al. 1997, Hajeer AH 
et al. 1998, Tagore A et al. 1999.) wäre hier für das G-Allel eine ähnliche 
systemische Grundlage im Sinne einer generalisierten latent 




exogenen Faktor des Zigarettenrauchens oder auch anderer Noxen, 
entsprechend zu den unterschiedlichen Phänotypen prädisponiert. Dies 
würde die Hypothese der COPD als Systemerkrankung unterstützen. 
Es ist nicht mit letzter Sicherheit auszuschließen, dass die vorliegenden 
signifikanten Ergebnisse auf einen systematischen Fehler bei Erstellung 
der Populationsgruppe beruhen. Sie weicht leichtgradig von den 
Allelfrequenzen anderer Kontrollgruppen ab. Wie jedoch schon unter 
5.1. erläutert ist ein solcher Fehler unwahrscheinlich, sodass die 







Das individuelle Krebsrisiko ist durch lokale Faktoren im Bereich der 
Atemwege, die individuelle Antwort auf umweltbedingte Mutagene und 
die spezifische Entzündungsantwort beeinflusst. Für die COPD, eine 
chronisch entzündliche Erkrankung der Atemwege, verursacht durch 
Zigarettenrauchen, ist bekannt, dass sie zur Entwicklung von 
Bronchialkarzinomen beiträgt (Agudo A et al. 2000; Petty T et al. 1997; 
Skillrud D et al. 1986), ebenso wie die chronische Entzündung selbst 
(Malkinson A et al.2000).  
 
Zusätzlich konnten bei Rauchern und bei Patienten mit Lungenkrebs 
Abweichungen von Zytokinkonzentrationen im Serum und in der 
bronchioalveolären Lavage (BAL) nachgewiesen werden (Ariaz-Diaz J et 
al. 1994; Dowlati A et al. 1999; Takanashi S et al. 1999; DeVita F et al. 
2000; Chen YM et al. 2001).  
Neue experimentelle Belege, die die Rolle der Entzündung bei der 
Entwicklung von Lungenkrebs nachdrücklich betonen, resultieren aus 
Untersuchungen an unterschiedlichen Inzuchtstämmen von Mäusen 
(Askling J et al. 1999), die die Entzündung als wichtigen Faktor sowohl 
der initialen, als auch der konsekutiven protrahierten epithelialen 
Zellveränderung durch entzündungsbedingte Freisetzung von 
Oxidantien (reactive oxygen species ROS), Chemo-/Zytokinen und 
proangiogenen Faktoren nahelegen. Hierbei konnten bei der Maus 
unterschiedliche Lokalisationen, die eine Rolle bei der Entwicklung von 
Lungentumoren spielen identifiziert werden. Diese Loci entsprechen den 
für eine Asthmaerkrankung relevanten beim Menschen. Hierzu zählen 
die Suszeptibilitätsgene für Lungenerkrankungen und Entzündungs-
prozesse, einschließlich TNF-α, das schon früher in den Prozess der 
Entwicklung von Lungenkrebs miteinbezogen wurde (Übersicht hierzu 





Die vorliegende Untersuchung zeigt für die Patienten mit SCLC und 
Adenokarzinom eine Verschiebung des IL-10 –1082 Polymorphismus in 
Richtung des IL-10-1082_G Allels. Somit scheint dieses Allel mit dem 
Auftreten dieser Untergruppen der Bronchialkarzinome assoziiert zu 
sein. 
Aktuell ist aber weder der Einfluss der unterschiedlichen IL-10 
Expression auf die Entwicklung von Bronchialkarzinomen im 
Allgemeinen, noch die Rolle im Bezug auf die verschiedenen 
histologischen Untergruppen verstanden. 
Genetisch bedingt höhere IL-10 Konzentrationen könnten eine 
Bedeutung für beides, sowohl für die Entstehung, als auch den 
Progress von Bronchialkarzinomen haben, da für die Expression von IL-
10 eine Korrelation zwischen Tumorvaskularisation (Hatanaka H et al. 
2000 und 2001) und der klinischen Prognose bei NSCLC (Takanashi S et 
al. 1999; Fishman D et al. 1998) gezeigt werden konnte. 
IL-10 ist im Serum und in anderen Sekreten von 
Bronchialkarzinompatienten erhöht (Ariaz-Diaz J et al. 1994) und wird 
von Tumorzellen/Zellen produziert, die in der direkten lokalen 
Umgebung des Karzinoms/NSCLC zu finden sind (Agudo A et al. 2000).  
Hiermit scheinen bestimmte Eigenschaften bereitgestellt, die einen 
hemmenden Einfluss auf die Ausbildung einer Antitumorimmunität 
haben (Wang P et al. 1994). 
Interessanterweise wurden IL-10 Konzentrationen in vorausgegangenen 
Untersuchungen mit der Prognose von fortgeschrittenen NSCLC 
korreliert (Takanashi S et al. 1999). Außerdem wurde für IL-10 bei 
Rauchern (Zigarettenrauchern) ein Effekt auf die Freisetzung von 
Proteasen und Antiproteasen durch Atemwegsmakrophagen gezeigt, 
einem Gleichgewichtssystem, das bei der Entwicklung von 
Bronchialkarzinomen ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen scheint 
(Kube D et al. 1996). 
Adenokarzinome und SCLC haben ihren Ursprung in unterschiedlichen 
Vorläuferzellen und weisen eine unterschiedliche Empfindlichkeit für 




beiden Arten von Bronchialkarzinomen könnte auf einen generellen 
Mechanismus, der dieser Assoziation unterliegt, hinweisen, z. B. eine 
gesteigerte Entzündungsantwort. Das wiederum könnte zur 
Krebsentstehung auf unterschiedlichen Wegen beitragen, so dass bei 
Adenokarzinomen eine nichtraucherassoziierte und bei kleinzelligen 
Karzinomen (SCLC) eine raucherassoziierte Entzündungsreaktion die 
ausschlaggebende Rolle spielt. 
 
Die Korrelation des IL-10 Polymorphismus sowohl mit der COPD, der 
KHK, als auch den Untergruppen der Bronchialkarzinome lässt daran 
denken, dass möglicherweise tatsächlich ein Zusammenhang in der 
generellen Reaktion auf Zigarettenrauch besteht, da alle Erkrankungen 
diesen Risikofaktor gemeinsam haben. Weitere Untersuchungen werden 







Zusammenfassend zeigt die Untersuchung der fünf Zytokin-
polymorphismen keine Assoziation für TNF-α -308, TNF-β Intron-1, IL-6 
174 und IL-10 -819, mit dem Auftreten einer COPD oder eines 
Bronchialkarzinoms.  
Die vorliegenden Ergebnisse lassen jedoch nicht sicher ausschließen, 
dass TNF-α, -β oder IL-6 Polymorphismen bei der Entstehung von 
Bronchialkarzinomen eine Rolle spielen. Ein solcher Zusammenhang 
kann durch die hier vorliegende Untersuchung allerdings nicht 
nachgewiesen werden. 
Der funktionelle Promoter Polymorphismus im IL-10 Gen, IL-10 –1082, 
der mit einer alterierten IL-10 Expression in vitro korreliert ist, scheint 
jedoch sowohl mit COPD als auch mit Bronchialkarzinomen assoziiert 
zu sein. Bei den Bronchialkarzinomen besteht die Assoziation mit den 
Untergruppen der Adenokarzinome und der kleinzelligen Karzinome.  
Das funktionelle Allel IL-10 –1082_G, welches mit einem alterierten IL-
10 Level korreliert, könnte durch eine limitiert induzierbare initiale 
Entzündungsaktivität eine Chronifizierung der Entzündungsreaktion 
bedingen, beispielsweise durch die daraus resultierende fehlende 
initiale Beseitigung der entzündungsauslösenden Faktoren. Eine 
entsprechende Reaktionslage könnte somit im Sinne einer 
Prädisposition für eine chronifizierte Entzündungsreaktion 
pathogenetisch für die COPD und Lungentumoren eine Rolle spielen 
und so eine erhöhte Suszeptibilität bedingen. 
Ein weiterer Aspekt wäre die Möglichkeit, dass bisher noch nicht 
bekannten Genen, durch Kopplung bzw Linking zur Krankheitsent-
stehung beitragen. 
Einschränkend wird in der Studie allerdings eine statistisch zwar 
ausreichende, aber doch limitierte Gruppengröße untersucht, daher ist 
die Möglichkeit eines falsch positiven Ergebnisses nicht auszuschließen. 
Aufgrund einer ähnlichen Häufigkeitsverteilung des Polymorphismus in 




Überlegung nahe, ob das IL-10 –1082_G Allel ein Marker für chronisch 
entzündliche Erkrankungen darstellt, der in Abhängigkeit des 
gemeinsamen Risikofaktors Zigarettenrauchen zum tragen kommt.  
Vor diesem Hintergrund weist das Ergebnis der vorliegenden Arbeit 
jedoch auf die Relevanz von Entzündungsvorgängen in der multi-
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• Vortex Maschine: REAX 2000 (Heidolph, München, D) 
• Zentrifuge: Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Osterode, D) 
• PCR-Maschine: Gene Amp System 9600 (Perkin Elmer, Weiterstadt, D); 
RoboCycler® Gradient 40 (Stratagene, Amsterdam, NL) 
• Gelelektrophoresekammern: 
• PA-Gele: Model SE 250-10A-.75 (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco 
USA) 
• Agarose-Gele: Easy Cast Electrophoresis System B2 (OwIe Scientific, Woburn, 
USA) 
• Rüttler: Promax 1020 (Heidolph, München, D) 
• Brutschrank: Modell 100-800 (Memmert, Schwabach, D) 
• Heizblock: ERICOMP Twin Block TM, Rotilab-Block-Heater H250 (Roth, 
Karlsruhe) 




• Eppendorf Cups 2,0; 1,5 ml und 0,5 ml 
• 5 ml EDTA-Monovetten 
• Pipetten 
Chemikalien, Reagenzien, Kits 
• Ammoniumpersulfat (Sigma, St.Louis, USA) 
• Acrylamid 40% (Sigma, St.Louis, USA) 
• Agarose Ultrapure (Gibco BRL, Eggenstein, D) 
• Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen, D) 
• 5x TBE 5x Puffer (Tris-Borate-EDTA-Puffer) (Sigma, St.Louis, USA) 
• 10x TAE Puffer (0.4M Tris, Essigsäure, 0.1M EDTA) (BioWhittaker, CAMBREX, 
Maryland, USA) 
• TEMED (N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin) 99% (Sigma, St.Louis, USA) 
• dNTP 2‘-Deoxynucleoside-5‘-Triphosphate (Gibco BRL, Eggenstein, D) 
• Ethanol absolut (Apotheke Universitätskliniken Marburg) 
• Ethidiumbromid 1% (Roth, Karlsruhe, D) 
• Gel Loading Solution TypeI 6x Concentr. (Sigma, St.Louis, USA) 
• Taq Polymerase (Boehringer, Mannheim, D) 
• QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, D) 
Enzyme und Längenstandards 
• Molecular weight Marker VIII  (GIBCO BRL, Eggenstein, D) 
• dNTP Set, Taq DNA Polymerase, Nco I ( Boehringer, Mannheim, D) 
• Nla III, BseRI, Ase I (New England Biolabs, New England, USA 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
A, C, G, T DNA Mononukleotide: Adenin, Guanin (Purinbasen); 
Cytosin, Thymin (Pytimidinbasen) 
AAT Alpha-1 Antitrypsin 
AC Adenokarzinom 
BAL   bronchoalveoläre Lavage 
BC   Bronchialkarzinom 
COPD   chronisch obstruktive Lungenerkrankung 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   3’-Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat 
EDTA   Ethylen-Diaminessigsäure 
FeV1   forciertes exspiratorisches Einsekundenvolumen 
FVC   forcierte Vitalkapazität 
GST   Glutathion-S Transferase 
HWE/HWG Hardy-Weinberg Equilibrium/ -Gleichgewicht 
IL   Interleukin 
KHK   koronare Herzerkrankung 
KI   Konfidezintervall 
mRNA   messenger Ribonukleinsäure 
NSCLC  Non Small Cell Lung Carcinoma 
OR   Odds Ratio 
PCR   Polymerase Kettenreaktion 
PE   Plattenepithelkarzinom 
PEF   Peak Exspiratory Flow 
py pack year (Anzahl gerauchter Päckchen 
Zigaretten/Tag/Jahr) 
RFLP Restriktionsfragment Längenpolymorphismus 
rpm Umdrehungen/Minute 
SNP   Single Nucleotide Polymorphism, 
Einzelbasenaustausch 
SCLC   Small Cell Lung Carcinoma 
Taq   DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus 
TGF   Transforming Growth Factor 
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